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Abstrakt

NK buriky, buriky neadaptivniho imunitniho systému, jsou schopny za pomoci celé
fady inhibi¢nich a aktivacnich receptor(i rozeznat predevsim virem infikované a nddorové
buriky a nasledné je eliminovat. Pro NKp30, aktivacni receptor NK bunék ze skupiny
receptort NCR (Natural Killer Cell Receptors), byla v posledni dobé identifikovana nékolik
ligandl, mezi které patfi také membranovy protein B7-H6 exprimovany na nadorovych

burikdch a BAG-6, jaderny protein se Sirokym spektrem funkci.

Cilem mé bakalarské prace bylo pfipravit expresni vektory kédujici receptor NKp30
a jeho ligandy B7-H6 a BAG-6, které by umoznovaly produkovat tyto proteiny v expresnim
systému HEK293.

Klicova slova: NK burika, plasmid, receptor, NKp30, B7-H6, BAG-6



Abstract

NK cells, the cells of non-adaptive imune system, are able to recognise viraly
infected or oncogenous cells by many inhibiting and activating receptors that are
expressed on their surface and eliminate them consequently. For NKp30, activating
receptor of NK cells included in NCR (Natural Killer Cell Receptors) family, lately there
were identified several ligands, including membrane protein B7-H6 expressed on

oncogenous cells surface and BAG-6, cell core protein with wide spectrum of functions.

Aim of this thesis was preparation of expression vectors coding for receptor
NKp30 and his ligands B7-H6 and BAG-6, enabling expression of these proteins in HEK293

cell line.
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Seznam zKkratek

ADAM
ADCC

AIF
APC
ATM
ATR
BAG-6
Bat3
BCL-2
BORIS
bp
BRCA-1
BSA
BTLA
Ccbh
CDK
CEA
CIITA
CTLA-4
DAP
dH,0
DNA
DNAM-1
dNTPs
DUF
EDTA
ERp5
FasL
Fc
FceRI
GPI

HA
HCMV
HEK293
HIV
HLA
HN
Hsp
ICOS
iDC
IFN

metaloproteinasa (a disintegrin and metalloproteinase)

bunécéna cytotoxicita zavisla na protilatce (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity)

faktor indukujici apoptosu (apoptosis inducing factor)

antigen prezentujici burika (antigen presenting cell)
serin-threoninova kinasa (ataxia telangiectasia mutated)
serin-threoninova kinasa (ataxia telangiectasia and Rad3-related)
athanogen asociovany s BCL-2 6 (BCL-2-associated athanogen 6)
transkript 3 asociovany s HLA-B (HLA-B associated transcript 3)
protein lymfomy B-lymfocytu (B cell ymphoma protein)
transkrip¢ni represor (brother of the regulator of imprinted sites)
jeden par bazi (base pair)

protein nadoru prsu (breast cancer 1, early onset)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

atenuator B a T lymfocytov (B and T lymphocyte attenuator)
oznaceni povrchovych molekul leukocytt (cluster of differentation)
cyklin-dependentni kinasa

karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)
transaktivator druhé tfidy (class Il transactivator)

antigen cytotoxického T-lymfocytu 4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4)
protein aktivujici DNAX (DNAX activation protein)

deionizovand voda

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

molekula pripojujici se k DNAX (DNAX accessory molecule)

smés deoxynukleotidtrifosfatl

domena s neznamou funkci (domain of unknown function)
kyselina ethylendiamintetraoctod

protein 5 endoplasmatického retikula (endoplasmatic reticulum protein 5)
ligand receptoru Fas

doména molekuly protilatky (fragment crystallizable)

vysoko afinitni receptor pro IgE

glykofosfatidil inositol

hemaglutinin

lidsky cytomegalovirus (human cytomegalovirus)

lidska embyonalni ledvinna linie 293 (human embryonic kidney 293 cells)
lidsky retrovirus (human immunodeficiency virus)

lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)
hemaglutinin-neuraminidasa

protein tepelného Soku (heat shock protein)

indukovatelny kostimulator T bunék (inducible T-cell costimulator)
nezrald dendriticka burika (immature dendritic cell)

interferon

imunoglobulin



IgG
ITAM

ITIM

KIR
KLRK1

LB

LPS

mDC
MHCgp |
MHCgp I
MiC
miRNA
NCR

NK

NKG2
NKG2D-L
NKp
NKR-P1
NKT

NLS
PBMC
PCNA
PCR
PD-1
pPp65
PUMA

RNA
sB7-H6
scFv
SH

Src
ssRNA
TAE
Tc
TCR
Ty
Tim-3

TLR
TNF
TRAIL
TRC

imunoglobulin typu G

imunoreceptorovy tyrosinovy aktivaéni motiv (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif)

imunoreceptorovy tyrosinovy inhibi¢ni motiv (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif)

imunoglobulinovy receptor zabijecskych bunék (killer cell Ig-like receptor)
lektinovy receptor NK bunék (killer cell lectin-like receptor subfamily K member 1)
nazev média podle Luria-Bertaniho

lipopolysacharid, slozka bunécné stény gram-negativnich bakterii

zrald dendriticka bunika (mature dendritic cell)

glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu I. tFidy

glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu Il. tfidy

MHC gp I-fetezcu pfibuzny protein (MHC class | chain-related protein)
mikroRNA

receptory prirozenych zabijecd (natural cytotoxicity receptors)

prirozeny zabijec (natural killer)

rodina receptort NK bunék podobnych lektindm C-typu (natural killer group 2)
ligandy NKG2D

receptor skupiny NCR (natural killer cell protein)

receptor NK bunék (natural killer cell receptor protein 1)

NK-T lymfocyty (natural killer T cells)

jaderny lokalizacni signal (nuclear localisation signal)

jednojaderné bunky periferni krve (peripheral blood mononuclear cells)
jaderni antigen proliferujici buriky (proliferating cell nuclear antigen)
polymerasova fetézcova reakce (polymerase chain reaction)

protein programované bunécné smrti (programmed cell death protein 1)
protein virové obalky (phosphoprotein 65)

modulator apoptosy regulovany proteinem p53 (p53 upregulated modulator of
apoptosis)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

rozpustna forma B7-H6 (soluble B7-H6)

jednovlaknovy variabilni fragment protilatky (single chain fragment variable)
protein homologni se Src (Src Homology)

kinasy sarkomové rodiny (sarcoma family kinases)

jednovldkonova RNA (single-stranded RNA)

Tris-acetatovy pufr s EDTA

cytotoxicky T-lymfocyt (T cytotoxic cell)

receptor T-lymfocytu (T cell receptor)

pomocny T-lymfocyt (T helper cell)

imunoglobulin a mucinovou doménu obsahujici molekula 3

(the immunoglobulin and mucin domain-containing molecule 3)

receptor podobny proteinu Toll (Toll-like receptor)

faktor nekrotizujici nddory (tumor necrosis factor)

cytokin pribuzny TNF iniciujici apoptosu (TNF-related apoptosis inducing ligand)
komplex rozeznavajici TMD (TMD-recognition complex)



TREM

Tris
UBL
UL16
ULBP
WPRE

spoustéci receptory exprimované na myeloidnich bunkach (triggering receptors
expressed on myeloid cells)

tris(hydroxymethyl)aminomethan

doména podobna ubiquitinu (ubiquitin-like domain)

protein podobny ubikvitinu 16 (ubiquitin-like protein 16)

UL16 vazajici protein (UL16 binding protein)

regulacni element transkripce RNA (Woodchuck posttranscriptional regulatory
element)



1. TEORETICKY UVOD

1.1. Imunita

Imunitni systém je jednim ze zdkladnich homeostatickych mechanism( organismu.
UdrZuje celistvost organismu rozpoznavanim patogenniho od fyziologického a chrani ho
tak pred patogennimi ucinky prostfednictvim obranyschopnosti (rozpoznavanim a
eliminaci patogenu), autotolerance (sndSenlivosti vlastnich tkani) a imunitniho dohledu
(eliminaci vlastnich starych, poskozenych nebo nefunkénich tkani) [1]. Reakce na antigen
(rozezndvanou latku) muUze probihat pres evolucné starsi nespecifickou, neadaptivni
imunitu anebo pres specifické, adaptivni mechanismy. Nespecifickd imunita je tvofena
humoralnimi a bunéénymi (fagocytujicimi a pfirozené cytotoxickymi) slozkami a kromé
nich se na ni podileji neimunitni obranné mechanismy kdzZe a sliznic. Evolu¢né mladsi
adaptivni imunitni odpovéd' je reakci na v organismu pfitomnou cizorodou strukturu za
pomoci vysoce specifickych receptorld T-lymfocytl prostfednictvim humordlnich
(protilatky) anebo bunécné zprostredkovanych slozek imunitniho systému, ptriéemz se od

neadaptivni odpovédi lisi schopnosti imunologické paméti [1].
1.2. NK bunky

NK bunky (natural killer cells, ptirozeni zabijeci) patfi morfologicky mezi velké
granularni lymfocyty, postradaji vSak antigenné specifické receptory [1]. Pochazeji
z hematopoetickych prekurzorovych bunék, odkud putuji do rlznych tkani, vcéetné
sekundarnich lymfatickych orgdn( [2]. Jsou charakterizovany dva hlavni podtypy NK
bunék, jeden nachazejici se v nereaktivnich lymfatickych uzlinach, s nizkou produkci
perforinl a CD16 receptoru, druhy nachazejici se v periferni krvi, s vysokou produkci
perforin(l a expresi CD16 receptoru [2]. NK buriky obecné rozeznavaji buriky s abnormalné
malym mnozstvim MHC glykoproteina prvni tfidy (MHC gp ) na jejich povrchu, mezi které
patfi nékteré nadorové a virové infikované buriky, kterych exprese MHC gp | je v dlsledku
mutace nebo pfitomnosti patogenu vyrazné eliminovdna pro obranu pfed rozezndvanim
cytotoxickymi T lymfocyty (Tc lymfocyty). Aktivace NK bunék vede k cytotoxické odpovédi
zprostredkované bud degranulaci a uvolnénim Stépicich enzym( (granzymy, perforiny),

nebo ligandy pro receptory spoustéjici apoptosu (FasL, TNF-a, TRAIL) [3]. Kromé toho jsou



do prostfedi uvolfiovany cytokiny a chemokiny a to predevsim IFN-y, ktery inhibuje
proliferaci, angiogenezi, limituje metabolickou aktivitu nadorovych bunék, sniZuje
mnozstvi antiapoptotickych receptori a podporuje adaptivni imunitni odpovéd

zprostredkovanou pomocnymi T lymfocyty 1 (Ty1) spojenou s aktivaci makrofag(l [3].
1.2.1. Receptory NK bunék

Na povrchu NK bunék se vyskytuji dva typy bunécnych receptord — stimulacni a
inhibi¢ni [1]. Stimulacéni (aktivacni) receptory po navazani ligandu podnécuji cytotoxickou
odpovéd, ktera muUZe byt zavisla na protildtkdch (ADCC, antipody-dependent cell-
mediated cytotoxicity). Receptorem zprostiedkujicim ADCC je Fc-receptor CD16, jenz vaze
na antigen navazanou protilatku 1gG. Inhibi¢ni receptory rozeznavaji MHC gp | a
zprostredkuji signal inhibujici cytotoxickou odpovéd. Neékteré ztéchto receptort
rozeznavaji s nizsi afinitou MHC gp | s navazanymi abnormalnimi peptidy pochazejicimi
z nékterych virovych proteint. Strukturné jsou rozliSitelné dvé skupiny inhibi¢nich
receptorli: imunoglobulinové inhibi¢ni receptory, nazyvany KIR (killer cell Ig-like
receptors), jsou zaloZzeny na asociaci s cytoplasmatickymi fosfatasami inhibujicimi
signalizac¢ni drahy aktivované stimulac¢nimi receptory asociovanymi s proteinkinasami.
Inhibi¢ni receptory podobné C-lektinim (C-type lectin-like receptors) jsou znamy jak u
mysich (skupina receptor( Ly-49), tak u lidskych NK-bunék (nékolik typl heterodimer(
CD94/NKG2). Vysledna reakce NK-burky na setkani sjinou burikou je dana souctem

stimulacnich a inhibic¢nich signala [1].
1.2.2. Aktivacni receptory NK bunék

Kromé jiz zminénych aktivaénich receptor( exprimuji NK buriky skupinu receptor(
NCR (receptory pfirozenych zabijeCli, natural cytotoxicity receptors), které jsou
asociovany se signalnimi molekulami zaloZzenymi na sekvencnim imunoreceptorovém
tyrosinovém aktivacnim motivu ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation
motif) [2]. Skupina NCR seskupuje receptory NKp30, NKp44 a NKp46 (natural killer cell
protein). VSechny pozlstdvaji z extraceluldrni vazebné domény, transmembranové
domény a kratké cytosolické domény, kterd ale nemd zadnou znamou funkci [4, 5]. Dalsi

aktivacni receptory jsou NKG2D (natural killer group 2, protein D), ktery prendsi signal



pres molekuly DAP10 nebo DAP12 (DNAX activation protein), DNAM-1 (DNAX accessory
molecule), ktery signdl zprostfedkuje pfimo, kostimulacni receptor 2B4, NKp80 a CD94

(NKG2C) [2, 4].
1.2.2.1. NKp30

NKp30 (NCR3, CD337) je imunoglobulinovy aktivacni receptor NK bunék ze skupiny
NCR objeveny v roce 1999 jako medidtor cytotoxické odpovédi [1, 2]. Jeho gen je kddovdan
ve vysoce polymorfnim telomernim regionu lokusu lidského MHC treti tfidy na Sestém
chromosomu, mezi geny pro proteiny s jinymi imunologickymi funkcemi. Na zakladé

struktury je zafazovdn do CD28 rodiny proteind (obr. 1) [2, 4].
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Obr. 1: Porovnani struktury genu pro NKp30 a jiné proteiny z rodiny CD28. ,TM“ — transmembranova
doména, ,IgV”“ — imunoglobulinovd doména tvaru V, ,SIG” — N-koncova signalni sekvence, neprekladané
regiony jsou vyznacené jako bilé, ostatni domény jako cerné, , 1“ mezi doménami znaci pritomnost
intronu [5].

Obsahuje jednu imunoglobulinovou (Ig) extraceluldrni doménu napojenou pres
kratkou spojovaci doménu na transmembrdnovou cast asociujici s CD37 nebo FcRy
nesouci sekvenéni motiv ITAM a kratkou intracelularni ¢ast bez signdlniho motivu [5].

Detailni struktura a identifikace vazebného mista NKp30 byly ziskdny metodou

()}



rentgenostrukturni analyzy v jak nevazaném stavu (obr. 2), tak v komplexu s ligandem B7-

H6 [6].

Obr. 2: Struktura extracelularni domény NKp30 v nevazaném stavu [6].

Alternativnim sestfihem muze byt dosazeno Sesti transkriptl genu pro NKp30, tfi
s Ilg doménou typu V (NKp30a, b, c) a tfi s Ig doménou typu C (NKp30d, e, f), pficemz silné
prevladaji isoformy s Ig doménou typu V. V zavislosti na prekladaném exonu 4 mohou byt

tyto Ig domény spojeny s tfemi rlznymi intracelularnimi doménami (obr. 3) [5].

T

Obr. 3: Schematické porovnani délky a tvaru domén jednotlivych alternativnich transkriptd NKp30 [5].

NKp30 d e f

Studiem a porovnavanim NKp30 s Ig doménou typu V byly zjistény znacné rozdily
v odpovédi NK bunék na jimi zprostfedkovany signdl [7]. Zatimco vazba ligandu na
imunostimulaéni formy NKp30a a b vedla k produkci interferonu y (IFN-y) a interleukinu 2
(IL-2) arozpoznani nezralych dendritickych bunék (iDC), u NKp30c tyto ucinky nebyly

zaznamenany. Pfi kontaktu se zralymi dendritickymi burikami (mDC) byla pozorovana



produkce IFN-y NK bunkami a IL-12 dendritickymi bunkami v nejvétSim rozsahu pfi
NKp30a, v nejmensim u NKp30c. Pfi vazbé na B7-H6 nddorovych bunék jako jediné
pUsobily cytotoxicky NK bunky s NKp30a, u bunék s NKp30b byla zaznamenana jen
produkce IFN-y, naopak, bunky s NKp30c produkovaly inhibi¢ni IL-10. Pozorovany byly i
rozdily v asociaci isoforem NKp30 s CD3{ a korelace mezi pacienty s gastrointestinalnim

sarkomem a mirou produkce imunosupresivni NKp30c [7].

Vazba ligandd na NKp30 je ovlivnéna pritomnosti flexibilni spojovaci domény a
glykosylaci receptoru [8]. Metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie byla in vitro
zjisténa oligomerizace NKp30, kterd pozitivné koreluje s afinitou vazby na B7-H6, pficemz
oligomerizace je ovlivnéna prdvé pritomnosti spojovaci domény [9]. NKp30 ma tfi N-
glykosyla¢ni mista, ktera se sice nenachazeji pfimo na vazebnim miste, avsak glykosylace
na Asn68 se ukazuje byt esencialni pro vazbu ligandu BAG-6 (BCL-2-associated athanogen
6) a glykosylace na Asn42 a 68 jsou esencidlni pro intraceluldrni signalizaci, coZ naznacuje,

Zze mohou jemné zasahovat do konformacnich zmén ve vazebné doméné [8].

Jako jeden z prvnich ligand(i NKp30 byl oznaden protein pp65 (phosphoprotein 65)
hlavni obalky cytomegaloviru z rodiny Herpesviridae [10]. Vazbou na NKp30 inhibuje
cytotoxickou odpovéd NK bunék na jim infikované burnky a to disociaci CD3 a tedy
prerusenim aktivaéni signalizacni drahy. Protein pp65 se k povrchu NK bunék dostava
predevsim po lyzi infikovanych bunék. To jsou nejcastéji nezralé dendritické buriky, které
jsou normalné eliminovany NK burikami za pomoci vazby NKp30 na membranovou formu
BAG-6, inhibice cytotoxické odpovédi virem je proto pravdépodobné evolucni adaptaci
viru na imunitni odpovéd [10]. Obdobné, funkce zprostredkované receptorem NKp30 jsou

inhibovany hemaglutininem pochazejicim z viru Vaccinia [4].

Dalsimi identifikovanymi ligandy NKp30 jsou proteoglykany heparin a heparan
sulfat, jejichz mnoZstvi na bunécném povrchu je relativné vysoké u rakovinnych bunék a
které aktivuji cytotoxickou odpovéd NK bunék [4, 11]. Bylo prokdzano, Ze alternativni
glykosylace rozpustnych chimérach proteini s extraceluldarni doménou NKp30
exprimovanych v rdznych bunécnych liniich znacné ovliviiuje vazbu téchto ligandl a mize
ji dokonce i zcela inhibovat [11]. Ukazalo se, Ze proteiny s nepravidelnéjsi a vétsi

glykosylaci maji vazebnou schopnost na heparin a heparan sulfat znacné omezenou [11].



BAG-6, multifunkéni jaderny protein, byl také identifikovan jako ligand pro NKp30,
pficemz jeho rozpustna forma inhibuje cytotoxickou odpovéd NK bunék [12]. Ukotven na
membrané naopak NK burky aktivuje. BAG-6 navic rozezndva na NKp30 jiné vazebné

misto, nez pp65 [12].

Poslednim identifikovanym ligandem NKp30 je B7-H6, receptor vyskytujici se na

nadorovych bunkach, ktery vici nim aktivuje cytotoxickou odpovéd NK bunék [13].
1.2.3. NKp44

NKp44 (NCR2, CD336) je ¢lenem rodiny TREM (triggering receptors expressed on
myeloid cells), coz je skupina aktivacnich receptoru, které hraji roli pfi odpovédi na zanét
a pfi sepsi [4]. Jeho gen je kdédovan ve stejném regionu, jako NKp30, ale jeho exprese je
detekovatelna pouze na zdkladé aktivace NK bunky pomoci stimulace interleukinem 2.
Transmembrdnova ¢ast NKp44 je asociovana s ITAM obsahujici podjednotkou DAP12 [4].
Extraceluldrni Ig doména tvofi dimer s pozitivné nabitym Zldbkem, ktery je na zakladé
topologie a dostupnosti znamé z krystalografické struktury identifikovan jako

nejpravdépodobnéjsi vazebné misto [14].

Cytotoxickou odpovéd inhibujici ligand pro NKp44 je PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), jaderny intraceluldrni protein ve vétsi mire exprimovany na nadorovych

burikach, ktery je transportovan na jejich membranovy povrch [4].

Pozitivné stimulujici ligandy pro NKp44 jsou sialylované a sulfatované bunééné
proteoglykany, hemaglutinin viru chfipky, hemaglutinin-neuraminidasa viru Sendai a

doposud nezndama slozka bakterialni bunééné stény [4, 15].

Dal3im ligandem NKp44 je NKp44L na povrchu CD4" T lymfocyt(, ktery aktivuje
cytotoxickou odpovéd NK bunék [16]. Exprese tohoto ligandu na povrchu bunék
infikovanych virem HIV-1 (human immunodeficiency virus) byla potlacena ucinkem
proteinu Nef, coz je molekuldrni podstatou uniku HIV-1 pred imunitni odpovédi

zprostfedkovanou NK burikami [16].

NKp44 hraje také sekundarni roli pfi aktivaci NK bunék po vazbé slozek bunécné

stény bakterie Mycobacterium tuberculosis na TLR-2 (toll-like receptor 2) [17].



1.2.4.  NKp46

Receptor NKp46 (NCR1, CD335) se od ostatnich ¢lend NCR lisi tim, Ze obsahuje dvé
extraceluldrni imunoglobulinové domény typu C2 (orientované oproti sobé v thlu 85 °) a
jeho gen je lokalizovan na chromosomu 19 [4, 18]. Podobné jako NKp30, jeho
transmembranova C¢ast asociuje pres nabitou aminokyselinu s CD3T rfetézcem a sy-
fetézcem FceRl. [4, 18]. Téz byla rozlusténa krystalograficka struktura extracelularni ¢asti

NKp46 [19].

Pro NKp46 byl jako pro jediny protein skupiny NCR nalezen orthologni protein u
mysi a jinych druhd, coz naznacduje, Ze jde o evoluéné primarni receptor zahrnuty

v rozezndvani virem infikovanych a nddorovych bunék [4].

NKp46 rozeznava B-buriky pankreatu a hvézdicovité buriky jater, pficemz vyvolana
odpovéd NK bunék mulze vést k vyvoji diabetu typu I, ne vSak u zdravych jedinc(, u
kterych se NK buriky v pankreatu nevyskytuji [4]. Glykosylace NKp46 hraje dulezitou roli
pfi vazbé B-bunék a HA, pficemZz HA spolu s HN jsou spole¢nymi ligandy pro NKp44 a
NKp46 [20]. Navic, pro vazbu HA je esencidlni sialylace na druhé extraceluldarni doméné
NKp46 a tuto vazbu neovliviiuje blokace distalni extracelularni domény specifickou

protilatkou. [21].

Na druhou stranu, HA mohou byt infikovanou burikou vypuzené do prostredi a po
vstupu do NK bunék mohou zpUsobit disociaci fetézci CD3T a tak eliminovat signdlni

kaskady iniciované vazbou aktivacnich ligandd na NKp30 a NKp46 [4].
1.2.5. NKG2D a jeho ligandy

Aktivacni receptor NKG2D je transmembranovy receptor typu Il a receptor
podobny lektinu typu C, ktery je exprimovan jako homodimer spojeny disulfidickym
mUstkem [22]. Je kdédovan evolu¢né vysoko konzervovanym genem KLRK1 na 12.
chromosomu a kromé NK bunék se nachazi na vétsSiné NKT bunék (natural killer T cells),

lidskych CD8" a nékterych CD4" a y& T burikach [22].

NKG2D je alternativnim sestfihem exprimovan vdlouhé formé, jejiz

transmembranovd doména asociuje s proteinem DAP10, a vkratké formé, jejiz

10



transmembranovd doména asociuje jak s DAP10, tak i s DAP12, pficemzZ kazdy z téchto
prenasecl signdlu aktivuje jinou signdlni kaskadu. Kazdy homodimer NKG2D asociuje

s dvéma dimery daného pfenasecového proteinu [22, 23]

Ligandy NKG2D tvofi Sirokou paletu proteind vzddlené ptribuznych MHC gp |
(obr. 4) [22]. Proteiny MICA a MICB (MHC class | chain-related protein A, B), podobné jako
MHC gp |, maji tfi extraceluldrni imunoglobulinové a-podjednotky. Ostatnim ligandim
NKG2D chybi v extracelularni ¢asti a3 podjednotka — jde o glykoproteiny 1-6 vazajici UL16
(ULBP1-6, UL16 glycoprotein binding protein), kddované ve spolecném genovém klastru
na 6. chromosomu, a o mysi rodinu proteind H60 (H60a, H60b a H60c). Lisi se také
zachycenim na membrdné - =zatimco ULBP1, 2, 3 a 6 jsou ukotvené
glykofosfatidylinositolovou (GPI) kotvou, ostatni ligandy NKG2D jsou transmembranové
proteiny s kratkym cytosolickym C-koncem. VSechny, ale predevsim MICA a B, vykazuji
vysoky stupen polymorfismu, coz se odrdzi i na variabilni afinité rliznych alelickych variant
k NKG2D [22]. Jako esencidlni pro povrchovou expresi MICA a B se ukazala jejich N-

glykosylace [24].

MICA/B ULBP1-3 ULBP4-5

ULBP 6
; WatAAWa
VD) (@) @\ 2
od

Obr. 4: Znazornéni zakotveni a struktury NKG2D liganda [22].

Vysoka variabilita ligand( NKG2D je vysvétlovana evolu¢nim tlakem pasobicim na

imunitni systém [22]. Napfiklad bunky infikované lidskym cytomegalovirem (HCMV,
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human cytomegalovirus) reaguji zvySenou expresi ligandd NKG2D, znichZ jsou vsak
nékteré udrzovdny v cytosolu virovym proteinem H16 [22]. To sice neplati pro ligand
MICA, pro ten vsak byl v pribéhu evoluce vyvinut jiny virovy protein, UL142, ktery
zabranuje jeho expresi na povrchu infikovanych bunék. Existuje vSak vysoce
frekventovana alela proteinu MICA bez cytosolického C-konce, ktera je proto proti této

virové strategii rezistentni, coZ ukazuje selektivni tlak HCMV na lidskou populaci [22, 25].

U zdravych jedinch byla sice transkripce gend pro ligandy NKG2D (NKG2D-L)
zaznamendna na mnoha zdravych tkanich, jejich exprese je vsak v dUsledku
posttransla¢nich mechanismu pfilis nizka pro aktivaci NK bunék po navazani na receptor
NKG2D [22]. ZvySena exprese byla nalezena pouze v nékterych proliferujicich burikadch
(napf. v burikdch mozku mysiho embrya), ddle v nékterych primarnich bunécnych liniich a

v souvislosti s nékterymi autoimunitnimi chorobami [22].

Molekularni podstata modulace exprese NKG2D-L viry neni doposud znama,
moznostmi jsou primé ovliviiovani transkripce nebo indukce produkce cytokin(i a
interferond. Bylo prokazano, Ze vlivem produktu HIV genu vpr je indukovdna exprese
ULBP1-3, na druhé strané HIV protein Nef je schopen produkci NKG2D-L utlumit. Infekce
lidskych dendritickych bunék v pokusu také vedla k pozitivni regulaci exprese

ULBP1-3 [22].

Mnoho typl nadorovych bunék konstitutivné exprimuje zvySené mnozstvi ligand(
NKG2D a to predevsim MICA, pficemz je jejich zvySena exprese napf. v pripadé rakoviny
tlustého stfeva pfimo Umérna pozitivni progndze progrese choroby. NKG2D-L na vétsSiné

nadorovych bunék vyvolava imunitni odpovéd [22]

Na transkripni drovni mohou byt NKG2D-L regulovany prostfednictvim
rozpoznani léze DNA (predevSim dvouvldknového zlomu a zastaveni replikace) protein
kinasami ATM a ATR, které spoustéji kaskddu vedouci k opravé poskozené DNA, pficemz
na této kaskddé je neznamym molekuldrnim mechanismem zavislé zvysSeni exprese
NKG2D-L. Také byla zjisténa pozitivni regulace transkripce NKG2D-L po navdazani
lipopolysacharidu (LPS) na TLR u makrofagl, protichidny efekt byl zaznamenan pfri
stimulaci rGznymi cytokiny [23]. Dalsi molekuly ovliviujici expresi ligandd MICA a B jsou

histondeacetylasy, jejichZ inhibice vede ke znacnému zvyseni exprese téchto ligandl [26].
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Jako puvodce suprese MICA a B umléenim genu (silencingem) byly identifikovany jak
endogenni mikroRNA (miRNA), tak miRNA pochazejici z HCMV, obé vazajici se na 3‘-konec

neprepisovaného regionu medidtorové RNA [22].

Po aktivaci NK bunék navdzanim ligandu na NKG2D bylo prokdzano spusténi
produkce cytokind (napf. IFN-y), kostimulace nékterych T lymfocytl, ¢i eliminace
rakovinnych bunék dendritickymi epidermalnimi T lymfocyty in vitro [22].

Prekvapivé, konstitutivni exprese ligandd NKG2D vede ke snizeni funkce nejen
obsazenim receptortd NK bunék rozpustnymi formami ligandd, které mohou vznikat bud’
procesem zvanym ,shedding”, Ccili proteolytickym odStépenim extraceluldrni ¢asti
NKG2D-L, nebo alternativnim sestfihem. Shedding byl doloZen snizenim koncentrace
rozpustnych forem NKG2D-L po aplikaci Sirokospektrého metaloproteasového inhibitoru a
inhibitord proteinas ADAM10 a 17 [22]. Navic bylo zjisténo, Ze na povrchu bunék
interaguje disulfidickou vazbou s MICA chaperon ERp5, jenz tak méni konformaci v a3
podjednotce receptoru MICA a usnadnuje jeho shedding. Exprese Erp5 je zvySena
v nddorovych bunkach a byl identifikovan motiv tvoreny Sesti aminokyselinami na a3

doméné MICA, kriticky pro interakci s ERp5 [22, 26].
1.3. B7 rodina

Proteiny rodiny B7 jsou kostimulaéni a koinhibi¢ni transmembranové receptory
ovliviujici regulaci imunitni odpovédi [5]. Prvni objeveni zastupci, proteiny B7-1 (CD80) a
B7-2 (CD86) jsou vyznamné receptory na povrchu nékterych antigen prezentujicich bunék
(APC, antigen presenting cells), predevsim makrofagli a dendritickych bunék, které vazbou
s transmembranovym receptorem naivnich T lymfocytl CD28 kostimuluji vazbu MHC gp |l
APC s TCR na T lymfocytech a napomahaiji tak jejich diferenciaci a proliferaci [1, 5]. Na
druhé strané vazba stransmembranovym receptorem na povrchu pomocnych T-
lymfocytl CTLA-4 (cytotoxin T-lymphocyte antigen 4) pUsobi na jejich aktivaci inhibi¢né
[1, 5]. Ostatni proteiny ze skupiny B7 (B7-H1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B7-DC) jsou
strukturnimi homology B7-1 a B7-2 se SirSim spektrem funkci a méné omezenou
distribuci [5]. B7-H1 a B7-H4 po navazani ligandu inhibi¢né tlumi imunitni odpovéd,

pricemz jejich exprese na rlznych typech lidskych rakovinnych bunék muze zplsobovat
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inhibici imunitniho systému [5]. B7-H2 pUsobi kostimulacne, funkce B7-H3 se z tohoto
hlediska [isSi pfi rdznych experimentalnich podminkach [5]. Doposud poslednim

identifikovanym proteinem rodiny B7 je transmembranovy protein B7-H6 [13].
1.3.1. B7-H6

B7-H6 je neddvno (2009) objeveny protein, identifikovany jako ligand pro receptor
NKp30, jehoz nejblizSimi strukturnimi homology jsou proteiny B7-H1 a B7-H3, diky ¢emu
byl zafazen do rodiny B7 (obr. 5) [13]. Podobné jako ostatni ¢lenové rodiny B7 pozUstava
z dvou imunoglobulinovych extracelularnich domén (IgC a IgV), N-terminalni signalni
sekvence, transmembrdnové Casti a intracelularni domény. Ta je u B7-H6 homologni GAG
polyproteinu a obsahuje rizné signdlni motivy, jako ITIM (imunoreceptorovy tyrosinovy
inhibiéni motiv immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) nebo SH2- (Src
homology) a SH3-vdazajici motivy, které jsou schopny iniciovat signalizaci po navazani

ligandu na receptor [13].

IgV IgC TM GAG

B7-H6 7 7 3 )

B7.1 3 3 3 I

B7.2 P 1 1 T 7]
B7-H1 1 1 T 1
B7-DC i i T T o
B7-H2 3 7 g T T 7
B7-H3 i 7 T 7 1
B7-H4 > 3 3 3

Obr. 5: Porovndni struktury genu pro B7-H6 a jiné proteiny z rodiny B7. ,TM“ — transmembranova
doména, ,IgV” — imunoglobulinovd doména tvaru V, ,1gC“ —imunoglobulinovd doména tvaru C, ,,GAG”
— GAG doména, ,,SIG“ — N-koncova sekvence, neprekladané regiony jsou vyznacené jako bilé, ostatni

domény jako cerné, Cislo mezi doménami znaci pocet intronG [5].
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Fylogenetickou analyzou sekvence B7-H6 bylo zjisténo, Ze B7-H6 je vysoce
konzervovan u primatd, ne vSak u ostatnich savc(, u kterych chybi GAG doména [5].
Navic, u mysi Mus musculus byla nalezena jen sekvencéni homologie s prvnim exonem
lidského B7-H6, takZe funkéni B7-H6, podobné jako v pfipadé NKp30, neni u tohoto druhu

exprimovan [13].

Prekvapivé, konstitutivni exprese B7-H6 nebyla detekovdna v Zadnych zdravych
tkanich, byla vSak nalezena ve 24 ze 119 rakovinnych bunécnych linii, véetné T a B
lymfoma, myeloidni leukémie, melanomu a karcinomd. [5, 13]. Indukovand exprese vsak
byla pozorovana na jednojadernych burikach periferni krve (PMBCs, peripheral blood
mononuclear cells) in vitro po stimulaci nékterymi ligandy transmembranovych receptor(
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 (LPS, flagelin a jiné ligandy bakteridlniho plvodu) a
endosomalniho receptoru TLRS8, jehoZ ligandem je jednovldaknova RNA (ssRNA, single-
strand RNA) [27]. Indukce exprese B7-H6 byla se stejnou kinetikou zjiSténa i po stimulaci
prozanétlivymi cytokiny TNFa a IL-1B. Indukce exprese byla pozorovana na purifikovanych
CD14" CD16" monocytech, pficemi tyto monocyty byly nasledné schopné aktivovat
NKp30* buriky. Slaba exprese po indukci byla také pozorovana na neutrofilech. Monocyty i
neutrofily navic vykazovaly produkci rozpustné formy B7-H6 (sB7-H6, soluble B7-H6).
Klinické studie ukdzaly, Ze B7-H6 byl pfitomen témér u poloviny pacientd se syndromem
systematické zanétlivé odpovédi (SIRS, systemic inflammatory response syndrome) a to u
pacientd trpicich navic sepsi. U téchto pacientl byla zarovernn detekovana pritomnost

sB7-H6 a to u pacientl s infekci zplsobenou gram-negativnimi bakteriemi [27].

Jako jediny ligand B7-H6 byl identifikovan NKp30, pficemz nebyla prokazana vazba
B7-H6 na NKG2D a nebo jiny protein ze skupin CD28 a NCR [13]. Také vazba NKp30 na jiny
protein rodiny B7 nebyla detekovana, proto je B7-H6 povaZzovan za specificky ligand pro

NKp30 [13].

Na zakladé rentgenostrukturni analyzy byla uréena struktura B7-H6 jak
v nevdzaném, tak ve vdzaném stavu s NKp30 (obr. 6, str. 16), ktery je vramci celkové
organizace a detailnich meziatomovych interakci odlisny od jinych aktivacnich komplexu

receptorli B7 rodiny [28].
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C-konec

\ — C-konec

Obr. 6: Struktura NKp30 s vazanym B7-H6, struktury jsou v(ici sobé otoceny o 90 ° podél vertikalni osy [28].
B7-H6 je sice ligand aktivujici odpovéd NK bunék, nadorové buriky ho vsak

pravdépodobné mohou zneuzit pro obranu proti imunité proteolytickym odstépenim jeho

extracelularni ¢asti (tzv. shedding), ktera pak blokuje vazebna mista receptort NKp30 [4].
1.4. BAGrodina

Proteinovd rodina BAG (BCL2-associated athanogen) je skupina proteinl BAG-1,
BAG-2, BAG-3, BAG-4 a BAG-6, jejichz spole¢nou vlastnosti je pritomnost jedné
C-terminalni BAG domény [29]. Vyjimku tvori BAG-5 obsahujici ¢tyfi BAG domény. Obecné
funguji jako adaptorové proteiny tvofici komplexy proteinl vazbou signalnich molekul a
vazbou svého N-termindlniho konce nachaperony. U&astni se mnoha bunéénych

pochodd, jakymi jsou odpovéd na stres, proliferace, migrace a apoptosa [29].
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14.1. BAG-6

BAG-6 neboli Bat3 (HLA-B associated transcript 3) je multifunkéni protein z rodiny
BAG-proteinli, kdédovany genem lokalizovanym v regionu imunorelevantnich genl
lidského hlavniho histokompatibilniho komplexu na chromosomu 6. Alternativnim

sestfihem exprimovan ve dvou isoformach [29].

Jeho tfidimenzionalni struktura je zndma jen pro N-termindlni doménu podobnou
ubikvitinu (UBL, ubiquitin-like domain, AK 13-87). Dalsi identifikované useky jsou doména
s neznamou funkci (DUF, domain of unknown function, AK 273-394), dlouhda doména
bohata na prolin (AK 195-681) a C-terminalni BAG doména (AK 1055-1111). Sekvence
BAG-6 také kdduje nuklearni lokaliza¢ni signal (NLS, AK 1030-1054) (obr. 7) [29].

Do N
13 87 195 273 394 681 SPN
UBL DUF \f"v"
Dlouha doména bohata na prolin Q

Obr. 7: Organizace domén v BAG-6, UBL — ubiquitin like domain, DUF — domain of unknown function, NLS —
nuclear localisation signal, BAG — BAG doména [29].

Lokalizace BAG-6 vbunce se podle okolnosti rdzni — mize byt ovlivnéna
alternativnim sestfihem, maskovanim NLS interakci sjinymi proteiny, coZz vede
k uprednostnéni lokalizace v cytosolu, mize byt lokalizovan na plasmatické membrané a
pfi bunééném stresu je uvoliiovan na povrchu exosom [29, 30]. ZpUsob jeho ukotveni na
membranu zlstdva doposud nevysvétleny, protoze na zakladé primarni struktury neni
predpokldddna zadnd transmembranova doména. Vysvétleni muze spocivat bud ve
spolupraci s Hsp70 (protein tepelného Soku, heat shock protein), nebo vazbou na

adaptorovy protein, ktery doposud nebyl identifikovan [29, 30].

V klidovych podminkach zastava antiapoptotickou funkci — vazbou N-terminalniho
konce na 26S podjednotku proteasomu aktivuje proteasomdlni degradaci
proapoptotickych faktord [29]. Ve stresovych podminkach vSak mize apoptosu indukovat
— po inaktivaci proteasomu je z BAG-6 odstépen C-termindlni usek kaspasou-3, coz

navozuje apoptosu. Kromé toho, cytosolicky BAG-6 interakci s AIF (faktor indukujici
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apoptosu, apoptosis-inducing factor) reguluje jeho stabilitu a lokalizaci. Také byla

vrve

vadami zplsobenymi apoptosou a nedostate¢nou bunécénou proliferaci [29].

Po poskozeni DNA vlivem UV zareni tvori BAG-6 komplex s nuklearnim proteinem
p300 a proteinem p53 a tak indukuje acetylaci p53, ktery pak na transkripéni Urovni
indukuje expresi protein(i p21, zastavujiciho bunécné déleni tvorbou komplexu s CDK2, a
proteinu PUMA (moduldtor apoptosy regulovany proteinem p53, p53 upregulated
modulator of apoptosis), zpUsobujiciho apoptosu [29, 31]. Pti poSkozeni DNA vlivem
ionizacniho zareni byla potfebna fosforylace kinasami ATM a ATR pro indukci apoptosy
[29]. Navic BAG-6 v komplexu s proteinem BRCA-1 (protein nddoru prsu, breast cancer 1,

early onset) zprostfedkuje homologni rekombinaci opravu poskozeného DNA [29].

BAG-6 v komplexu s histon-lysin N-methyltransferasou SET1A a transkripénim
faktorem BORIS (brother of the regulator of imprinted sites) demethyluje lysin K4 na
histonu H3, méni tak pomér methylace na lysinech K4 a K9 a pres protein BORIS, ktery

naseda na promotory nékterych prokarcinogenu, pozitivné moduluje jejich expresi [32].

BAG-6 hraje téZ vyznamnou roli i pfi kontrole kvality a degradaci protein( [29].
UBL doména je zodpovédna za degradaci proteini a BAG doména je schopna interagovat
s Hsp70. BAG-6 je potfebny pro akumulaci Hsp70, které pak iniciuji jeho degradaci, coz
stavi BAG-6 do role hlavniho reguldtoru koncentrace Hsp70 v burice. Navic také reguluje

stabilitu proteinu Hsp2A pfi spermatogenezi [29].

Dalsi funkce BAG-6 spociva v integraci proteinl do membrany C-koncem, ktery je
hydrofobni a je obalovan proteiny (Hsp40, Hsp70, Get3 u Saccharomyces cerevisiae a
TCR40 (TMD-recognition complex) u savcl) [29, 33]. Na prikladé timto zplsobem
ukotveného proteinu Sec61B byl popsan komplex BAG-6 a TRC40, ktery se vazal na
hydrofobni C-konec Sec61pB a byl nezbytny pro pozdéjsi faze jeho integrace do membrany

endoplasmatického retikula [29, 33].

Souvislost mezi kontrolou kvality proteinl a BAG-6 je zjevna vzhledem k
pfitomnosti domény UBL [29]. Vtéto souvislosti BAG-6 vaze komponentu 26S
proteasomu, coZz zpUsobuje degradaci proapoptotickych proteinl a vaze jeden ze

substratd proteasomu, coZz také vyusti v degradaci proteasomu. Nové syntetizované

18



defektni ribozomalni produkty asociuji s BAG-6, ktery pUsobi jako platforma pro ptrenos
substratld na 26S proteasom, pficemZ tyto produkty jsou hlavnim zdrojem peptidQ
vystavenych na MHC gp |, cozZ vysvétluje zjiSténou korelaci mezi absenci BAG-6 a snizenou
prezentaci antigen(l za pomoci MHC gp |. Rapidni degradaci Spatné sbalenych nebo
delokalizovanych proteinl feSi BAG-6 jejich navdzdnim a vloZzenim do membrany anebo

proteasomalni degradaci zprostfedkovanou ubikvitinylaci [29].

Studie také ukazaly, Ze BAG-6 je dllezZity i pro regulaci jak nespecifického, tak i
specifického imunitniho systému. BAG-6 se vaZze na inhibi¢ni receptor Tim-3 (imunoglobin
a mucinovou doménu obsahujici molekula 3, the immunoglobulin and mucin domain-
containing molecule 3) nachdazejici se na povrchu T-lymfocytl pfi infekci HIV-1 a
hepatitidé C, ¢im zabranuje jejich bunécné smrti a podporuje produkci prozanétlivych
cytokint [29]. V rakovinnych burikidch produkujicich MHC gp Il a v makrofazich byla
pozorovana synchronizovand pozitivni regulace exprese BAG-6 s proteinem CIITA (class Il
transactivator), ktery reguluje expresi MHC gp Il, po stimulaci IFN-y. V in vitro podminkach
byl makrofagy po tepelném Soku sekretovan BAG-6, coz utlumilo sekreci oxidu dusnatého
a prozanétlivych cytokinll i navzdory stimulaci IFN-y a LPS. Apoptosa makrofagl a
epitelidlnich bunék navozena bakterii Mycobacterium tuberculosis byla inhibovana
aktivaci anti-apoptického proteinu BCL2 (B-cell lymphoma 2), jeho navdzanim na BAG-6.
Pohlceni apoptickych bunék napomaha BAG-6 stabilizaci proteinu kaskadové drahy, kterd

kon¢i uvolnénim fosfatidyl serinu rozpoznavaného pravé makrofagy [29].

Na iDC slouzi BAG-6 jako aktivacni ligand pro receptor NKp30 NK bunék
aktivovanych uz zralymi dendritickymi burfikami, coZz pravdépodobné zafizuje selekci

imunologicky efektivnéjsich zralych dendritickych bunék [29].

Zajimavy je antagonisticky efekt rozpustné a membranové formy BAG-6 ve vztahu
k vazbé na NKp30. Zatimco rozpustny BAG-6 se ukazuje jako inhibitor cytotoxicity
NK-bunék, coz bylo prokdzdano na pokusech se sérem pacientl s diagnostikovanym
Hodgkinovym lymfomem nebo chronickou lymfatickou leukemii, BAG-6 ukotveny na
cytoplasmatické nebo exosomalni membrané aktivuje NK bunky, pficemz jeho relokace

zjadra na povrch bunék byla pozorovana po kontaktu NK bunék s cilovymi bunkami
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zprostfedkovaného prostfednictvim jinych receptorl (napf. NKG2D NK bunék a MICA
cilovych bunék) [29, 34].

1.5. Vyuziti fuznich proteini v Iécbé rakoviny

Navzdory Siroké paleté ligandl aktivacnich receptord NK bunék exprimovanych
rakovinnymi a virem infikovanymi bunikami ¢astokrat neni imunitni reakce dostatecnd pro
popsanymi vySe [35]. Proto byly vyvinuty imunoterapeutické metody zaloZzené na
rekombinantnich proteinovych konstruktech, které maji za ulohu zefektivnit nebo nabudit
imunitni odpovéd. Do dnesni doby bylo syntetizovdno mnoizstvi efektivnich faznich
proteinl zaloZenych na aktivacnich receptorech NK bunék, jejich ligandech a proti nim

vyvinutych protilatkach [35].
1.5.1. Fuzni protein B7-H6:7D8

Fuzni protein pozlstdva z extracelularni domény B7-H6 schopné vazat NKp30 a
CD20-specifického jednovlaknového variabilniho fragmentu protilatky (scFv, single chain
fragment variable) [36]. | kdyZz jeho vazba na NKp30 exprimujici buriky byla sotva
pozorovatelnd (coZz je vysvétlovdno nizkou afinitou NKp30 na B7-H6), B7-H6:7D8 byl
specificky vazan na CD20 a bivalentni fuzni protein NKp30-Fc sloZeny z extraceluldrni
domény NKp30 a lidského IgG; Fc fragmentu. B7-H6:7D8 vyvolal produkci TNF-a a IFN-y
jenom u malé frakce NK bunék pfi vazbé na jejich NKp30 receptor, cytotoxickd odpovéd
byla indukovana aZ po jeho navazani ina CD20 receptor. FUzni protein vyvolal lyzi
odebranych rakovinnych bunék pacient jak s vysokou, tak ve vétsiné pripadd i se stredni
nebo nizkou expresi CD20. U¢inek B7-H6:7D8 byl v porovnani s ULBP2:7D8 (podobny fuzni
protein s extracelularni doménou ligandu pro NKG2D, ULBP2, misto extracelularni
domény B7-H6) nizsi, coz je pripisovano vyssi vazebné afinité CD20 na ULBP2:7D8 a nizsi
expresi NKp30 ve srovnani s NKG2D. Oba fuzni proteiny pUsobily pti eliminaci nadorovych
bunék synergicky a dosahly vyssi efektivity. Podobné bylo dosazeno vyssi efektivity
kombinaci B7-H6:7D8 s komeréné dostupnou protildtkou proti CD20 rituximab. V obou

pripadech jsou synergicky ucinek a absence kompetice dvou substratli pro CD20
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vysvétlovany dostatec¢nou koncentraci CD20 molekul pro vazani dostatecnych mnozstvi

obou substratl [36].
1.5.2. Fuzni proteiny NKp30-Ig a NKp46-Ig

Tyto fuzni proteiny byly vyrobeny fuzi extraceluldrni ¢asti NCR a konstantni ¢asti
protilatky 1gG [37]. Jak vazba na nadorové burky in vitro, tak i vyvolani imunitni reakce
zprostredkované makrofagy v mysich in vivo byly detekovany jen pfi pouziti NKp30-Ig. To
autofi pripisovali podstatné nizsi stabilitou fuzniho proteinu NKp46-lg [37]. Studie vSak
byla provedena pred objevenim ligandu NKp30 B7-H6 [13], coz mlzZe byt dalSim

vysvétlenim odliSnych pozorovani.
1.5.3. Chimérni antigenni receptory zaloZzené na NKp30

V dalsi studii byly modifikovanymi primarnimi T lymfocyty exprimovany fazni
proteiny s extracelularni doménou z NKp30 a rliznymi transmembranovymi (TM) a
cytosolickymi (CYT) ¢astmi: NKp30-3Z (TM a CYT cast z CD3Z-fetézce), NKp30-CD8(TM)-3T
(TM ¢ast CD8a a CYT CD3-retézce), NKp30-CD28-3C (TM a CYT ¢ast CD28 + CYT ¢ast CD3()
a NKp30-CD28(TM)-3C (TM cast CD28 a CYT ¢ast CD37) [38]. VSechny takto upravené T
lymfocyty vykazovaly vazbu na ndadorové bunky, expresi IFN-y (i po stimulaci
dendritickymi burikami) a cytotoxickou aktivitu v spojeni s eliminaci nddorovych

bunék [38].
1.5.4. ULBP2-aCEA

Dalsi fuzni protein byl syntetizovan z extracelularni ¢asti ULBP-2 a scFv protilatky
proti karcinoembryonalnimu antigenu (CAE, carcinoembryonic antigen) [39]. Obé ¢&3sti
proteinu se vazou specificky na NKG2D, resp. na CAE. ULBP2-aCEA v in vitro podminkach
aktivoval eliminaci nadorovych bunék tlustého stfeva, in vivo indukoval aktivitu
imunitniho systému (modulace exprese CD69 na NK, T a NKT burnkach) a eliminaci

nadorovych bunék [39].
1.5.5. CD16xCD30

Bispecificka protilatka, vznikla fuzi protilatky proti receptoru CD16A NK, T bunék a

monocytl a protilatky proti CD30 receptoru, jehoZz exprese je zvysena na bunkach
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Hodgkinova lymfomu, byla testovana in vitro jak na vazbu na rozpustné formy receptor(
CD30 a CD16A, tak na burikach izolovanych z krve pacientl i zdravych lidi [40]. Oba
pristupy dokazaly specifickou vazbou protilatky na oba receptory a obnovu cytotoxicity
NK-bunék, jejich aktivita byla predtim utlumena rozpustnymi formami ligand(

NKG2D(tzv. shedding, viz kap. 1.2.5., str. 13) [40].
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2. CILPRACE

Cilem prace je priprava expresnich vektord receptoru NKp30 a jeho ligand( B7-H6

a BAG-6 pro jejich expresi v bunécné linii HEK293 a studium jejich interakci.
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3. MATERIAL
3.1. Pomlicky a pfistroje

Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 400 E
Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22

Centrifuga EBA 12 R

Fotoaparat Cyber-shot DSC W570
High-Speed Plasmid Mini Kit
Inkubator IR 5000

Kahan

Koncentrdtor Amicon Ultra 10 kDa
Laminarni box Clean Air Techniek B. V.
Lednice 225R

Magneticka michacka MM 2A
Magneticka michacka Stirrer Varimag
Mono Grey

Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box (-80 °C)

Nucleobond® Xtra Maxi

pH metr 3310
Predvazky KB1200-2

Rotacni vak. odparka SpeedVac DNA 110

Souprava pro agarosovou elektroforézu
Spektrofotometr NanoVue Plus
Termoblok LS1

Termocykler Progene
Termocykler Techgene
Termostat LS1

UV prosvécovaci lampa (300 nm)
UV prosvécovaci lampa (312 nm)
Vafi¢

Vodni lazen TW2

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti PS 251-2

Sigma-Aldrich, Némecko
H+P Labortechnik GmbH, Némecko
HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Hettrich, Némecko

SONY, Japonsko

Geneaid, USA

Flow Laboratories, USA

Zdvod Votice, CR

Millipore, USA

PMV, Belgie

Calex, CR

Laboratorni pfistroje Praha, CR
H+P Labortechnik GmbH, Némecko

VWR, USA

Calex, CR

Sanyo, Japonsko
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Némecko

Jenway, UK

Kern, Némecko
Savant, USA
Bioekystone, USA

GE Healthcare, UK
VLM, Némecko
Techne, UK

Techne, UK

VLM, Némecko
Ultra-Lum, USA
Uvitec, UK

ETA, CR

Julabo, Némecko
VELP Scientifica, Itdlie
Millipore, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
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3.2. Chemikalie

3.2.1. Enzymy

Agel New England Biolabs, USA

Deep Vent DNA polymerasa New England Biolabs, USA

Kpnl New England Biolabs, USA

Q5 ® High-Fidelity polymerasa New England Biolabs, USA

RNAsa A New England Biolabs, USA

T4 DNA ligasa New England Biolabs, USA

3.2.2. Bakterialni kmeny

E. coli DH5a RNDr. Marek Ingr,Ph.D., Praha,CR

3.2.3. Vektory

pTW5sec Bc. Lukds Slavata [41]

pMOWS_plus B7-H6 eGFP Dr. Maren Klaus, Leibniz Research Centre for
Working Environment and Human Factors

pcDNA3.1 myc-his B Bat3v2 fl Prof. Dr. rer. nat. Elke Pogge von Strandmann

pTW5sec_NKp30 Magr. Jan Bléha

3.2.4. Primery pro PCR

NKp30_LBD_FW
5’-AAAAACCGGTCTGTGGGTTTCTCAGCCGCCGG-3’
NKp30_LBD_REV
5’-TTTTGGTACCTTCTTTCTCCACAACCAGACGAGTGCCG-3’
B7-H6_1_FW

5 -AAAAACCGGTGATCTGAAAGTAGAGATGATGGCAGG-3°
B7-H6_1_REV

5 -TTTTGGTACCCACAACTTCAAGCTGGACTGTTCCC-3’
B7-H6_2_REV

5'- TTTTGGTACCCAGGGTAAAGTTGCTCCTCAAGGG-3°
BAG6_FW
5-AAAAACCGGTGGTCTTGAGAGCCTGTCACCG-3
BAG6_REV

5 -TTTTGGTACCCCTGCGAACGTATCTGAGAATGGC-3’
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pTT5_FW
5-“TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3"
pTW5sec_REV
5“AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3'

3.2.5. Roztoky a média

LB agar s ampicilinem 1,5% agar v LB médiu, 100 pg/ml ampicilinu
LB médium 1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl, pH=7,4
NEB1 pufr New England Biolabs, USA

TAE pufr, 1x konc. 10 mM Tris, 20 mM CH3COOH, 1 mM EDTA
STOP pufr New England Biolabs, USA

ThermoPol pufr, 1x konc. New England Biolabs, USA

Pufr pro T4 DNA ligasu, 1x konc. Fermentas, Kanada

Roztoky pro miniizolaci Geneaid, USA

plasmidové DNA

Roztoky pro extrakci z gelu Geneaid, USA

Roztoky pro prociSteni PCR Geneaid, USA

produktd

Roztoky pro pfipravu zasobniho MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Némecko
mnoistvi plasmidi

3.2.6. Ostatni bézné chemikalie

Ampicilin Biotika, Slovensko

dNTP's Top-Bio, CR

GoodView Ecoli, Slovensko

MgS0, New England Biolabs, USA
PCR H,0 Top-Bio, CR

Standart pro agarosovou elektroforézu New England Biolabs, USA
Tris Roth, Némecko

Ostatni bézné chemikalie Lach-Ner, CR

Trypton Oxoid, UK
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4. METODY

4.1. PCR amplifikace

V 0,2ml PCR mikrozkumavkdach byly smichany primery, templaty, reakéni pufry,
smés deoxynukleotid trifosfatli, ddH,0, pfipadné 3M MgS0O, a polymerasy dle tabulky 1,

pficemzZ polymerasy byly pipetovany vidy jako posledni. Reakce probihaly v celkovém

objemu 50 pl.
Tab. 1: Objemy reaktantd v PCR.
LBD B7-H6_1
PFimy primer (0,5uM)|5,0 pl NKp30_LBD_FW 5,0 ul B7-H6_1_FW
Reverzni primer (0,5uM)]5,0 pl NKp30_LBD_REV 5,0 ul B7-H6_1_REV
Templat|6,0 pl del 5,0 ul pPMOWS_plus B7-H6 eGFP
dNTPs|1,5 pl 1,5 pl
100mM MgSO,|}- 1,5 ul
Q5 Enhancer|10 pl -
Pufr]10 pl Q5 reakéni pufr 5 ul Thermopol pufr
dH,0]12 pl 26,5 ul
Polymerasa]0,5 pl Q5 high fidelity polymerasa |0,5 pl Deep Vent DNA polymerasa
B7-H6_2 BAG-6
Pfimy primer (0,5uM)[5,0 ul B7_H6_1_FW- 5,0 ul BAG6_FW
Reverzni primer (0,5uM)|5,0 ul B7-H6_2_ REV 5,0 ul BAG6_REV
Templat|6,0 ul pMOWS_plus B7-H6 eGFP 1,0 pl
dNTPs]1,5 pl 1,5 pl
100mM MgSO,|- -
Q5 Enhancer|10 pl 10 ul
Pufr]10 pl Q5 reakéni pufr 11 pl Q5 reakéni pufr
dH,0]12 pI 17 ul
Polymerasa]0,5 ul Q5 high fidelity polymerasa [0,5 ul Q5 high fidelity polymerasa

Reakce probéhla v termocykleru s nasledujicim termalnim profilem:

I.  1cyklus: 5min, 94 °C

II. 30 cyklG:
a. 30
b. 30

s,94 °C
s, 56 °C

c. 1min,72°C

. 1 cyklus: 10 min, 72 °C

Zkumavky zUstavaly do vyjmuti pfi teploté 4 °C.
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4.2. Agarosova elektroforéza

Produkty PCR byly analyzovany nebo izolovany pomoci agarosové elektroforézy.
Vzorky pro analyzu produktd LBD a B7-H6_1 byly pfipraveny smichanim 5 ul produktu
s 0,5 pl DNA vzorkového pufru. K 50 pl produktd B7-H6_2 a BAG6 bylo pfidano 5 ul DNA

vzorkového pufru.

Rozpusténim 0,8 g agarosy v 65 ml TAE pufru, zahfivanim v mikrovinné troubé po
dobu 1,30 min, pfidavkem 3 pl roztoku fluorescencni DNA detekéni barvy GoodView po
vychlazeni roztoku na pfiblizné 40 °C a nalitim roztoku do aparatury na elektroforézu
s nasledné pridanym hrebinkem byl pfipraven 1,25% agarosovy gel, ktery byl ponechan
tuhnout pfi laboratorni teploté 15 — 20 min. Do prostoru elektrod byl nalit TAE pufr a gel
byl prevrstven 200 ml dH,0.

Do jednotlivych jamek bylo pipetovdno 5,5 ul vzork( uréenych pro analyzu (LBD,
B7-H6_1), 55 ul PCR produktt B7-H6_2 a BAG6 bylo rozdéleno do tfech jamek po 20, 20 a
15 pl. Vedle vzork( byl pipetovan 100 bp standard. Elektroforéza probihala 15 min pfi
napéti 190 V.

Spravnost velkosti PCR produktli byla ovéfena vizualizaci na UV prosvécovaci

lampé pfi 312 nm a porovnanim se standardem.
4.3. lzolace z agarosového gelu

Césti gelu obsahujici PCR produkty B7-H6_2 a BAG6 byly vyfiznuty a kvantitativné
prevedeny do 1,5ml mikrozkumavky. Dle manualu dodavatele byla provedena extrakce
pomoci soupravy Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) [42] a fragmenty DNA
byly eluovany do 1,5ml mikrozkumavek pfedem vyhfatou 65°C sterilni dH,0. Roztoky byly

nakonec odpareny na odparovaci SpeedVac na objem 15 pl.
4.4. Srazeni

45 ul PCR produkt(i LBD a B7-H6_1 bylo sraZzeno nejprve pridavkem 125 pl 100%
ethanolu a 5 pl 3M octanu sodného pfi teploté -20 °C po dobu 25 min. P¥i teploté 4 °C
byla srazenina oddélena centrifugaci (20 min, 20 000 x g) a dekantaci. Srazenina byla

resuspendovana v 200 pl 70% ethanolu a vzniklad suspenze byla centrifugovana po dobu
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15 minut pfi stejnych podminkach. Po sliti supernatantu byla DNA vysuSena na odparovaci

SpeedVac po dobu 10 minut. Peleta DNA byla rozpusténa v 15 pl sterilni dH,0.

Vé

4.5. Restrikcni stépeni plasmidu

0,3 ul plasmidu bylo smichano s 2 pl BSA (1 mg/ml), 2 ul NEB1 pufru a 14,7 pl
sterilni dH,0, k roztoku bylo pfiddno po 0,5 ul restrikénich endonukleas Agel a Kpnl.
Plasmid byl stépen pfi 37 °C 60 min a enzymy byly deaktivovany pfi 65 °C 20 min.
Spravnost délky stépeného plasmidu byla ovérena agarosovou elektroforézou, nasledné

byl plasmid izolovan (5.1.3.).

v

4.6. Restrikcni stépeni PCR produktt

K 15 pl PCR-produkttd byly pridany 2 pl 10x BSA, 2 ul NEB1 pufru a po 0,5 pl Agel a
Kpnl restrikénich endonukleas. Restrikce probihala 60 min pfti teploté 37 °C. Inaktivace
enzymu Agel probihala 20 min pfi 65 °C a stépené PCR-produkty byly nasledné precistény
(kap. 4.3.).

4.7. Ligace

Ligace byly provedeny v objemu 20 pl, s pfidavkem 5 pl linearizovaného plasmidu,
2 ul ligaéniho pufru, 1 pl T4 DNA ligasy a objemy stépenych PCR produktl a sterilni dH,0
zprehlednénymi v tabulce 2.

Tab. 2: Ligacni smési

Stépeny Sterilni

PCR-produkt dH,O0
LBD 6 ul 6 ul
B7-H6_1 10 ul 2 pl
B7-H6_2_1 5 ul 7 ul
B7-H6_2_2 10 2 ul
BAG6_1 5 ul 7 ul
BAG6_2 10 pl 2 ul

Reakce probihala pfi laboratorni teploté jednu hodinu.
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4.8. Transformace

Pro transformaci byly pouzity kompetentni bakterie Escherichia coli kmene DH5a
uchovavané pfi -80 °C. Po jejich roztati na ledu ndsledovala 30min inkubace pfi 0 °C.
Ligacni smési byly hned po ukonéeni ligace pridany k 50 pl bunék a inkubovany 30 min pfi
0 °C. Svyjimkou smési s B7-H6_1 byla celd smés asepticky napipetovdna na agarem
ztuzené LB médium na Petriho misce s pfidavkem ampicilinu (100 pg/ml) a rovhomérné
rozetfena po misce ,hokejkou”. V pfipadé B7-H6_1 byl po 30min inkubaci pfi 0°C
proveden tepelny Sok ponofenim smési do 42°C vodné 1azné na 1 min azpétnym
umistnénim na led. Do suspenze byl hned pfidan 1 ml 37°C predehratého LB média
a suspenze byla inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C. Nasledné byla centrifugovana 3 min pfi
3000 x g, supernatant byl slit a peleta resuspendovdna ve zbytku supernatantu. Vznikl3
suspenze byla pipetovdna na Petriho misku se sagarem ztuzenym LB médiem
s pridavkem ampicilinu (100ug/ml). Petriho misky byly inkubovény v termostatu pfi 37 °C
16 hod a vyrostlé kolonie byly uskladnény v lednici pti 4 °C.

4.9. PCR z kolonii

Z jednotlivych Petriho misek bylo pomoci automatické pipety vybrdno nékolik
kolonii, z kterych kazda byla resuspendovdana v 6 ul sterilni dH,0 v 0,2ml mikrozkumavce a
posléze bylo touZe Spickou zaockovano 5 ml LB média s ampicilinem (100 ul/ml) v 50ml
plastové zkumavce s vickem. Kultury v plastovych zkumavkach byly inkubovany na

tfepacce 16 — 20 hod pfi 37 °C a rychlosti 220 ot./min.

Do suspenze izolovanych kolonii s6 ul sterilni dH,O bylo pipetovdano 10 ul 2x
koncentrované PPP PCR reakéni smési, 2 pul pfimého primeru pTT5_FW a 2 ul reverzniho

primeru pTW5sec_REV. PCR probéhla v termocykleru s nasledujicim termalnim profilem:

I.  1cyklus: 5min, 94 °C

II. 20 cyklG:
a. 30s,94°C
b. 30s,56°C
c. 1min,72°C

ll. 1 cyklus: 10 min, 72 °C
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Zkumavky byly do odebrani ponechdny pfi teploté 4 °C. Ze vzork( bylo pipetovdno

po 5 ul na agarosovou elektroforézu (4.2.).
4.10. Miniizolace plasmidové DNA

Natrepané kultury z kolonii byly po inkubaci odstfedény v 1,5ml mikrozkumavkach
postupné po 1 ml vidy 1 min pti 15000 x g, pficemz supernatant byl pokazdé slit. Peleta
byla resuspendovana na vortexu v 200 pl PD1 pufru s pfidanou RNAsou A z komeréniho
kitu High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, USA) [43] a pfi izolaci plasmidové DNA bylo
postupovano podle navodu z kitu. Plasmidova DNA byla nakonec eluovana 50 ul sterilni

vody predehtaté na 65°C.
4.11. Méreni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a C(Cistota izolovanych plasmidovych DNA byly méfeny na
spektrofotometru NaNo Vue Plus, kde se pro méreni pouziva 3 ul vzorky. Jako reference
byla poufzita sterilni dH,0. Cistota DNA je méFena jako pomér absorbancii p¥i vinové délce
pfitomnost proteinu nebo jinych kontaminantl, silné absorbujicich pfi vinové délce

280 nm.
4.12. Sekvenace

V 0,2ml mikrozkumavkach byly smichany sekvenacéni primery, sterilni dH,0 a

izolované plasmidy v pomérech uvedenych v tabulce 3 (str. 32).

Do kazdé zkumavky bylo poté pfidano v Laboratofi sekvenace DNA PfF UK
RNDr. Stépankou Hrdou 6 ul sekvenaéni a reakéni smési. Analyza byla provedena

pristrojem Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) s 16 kapilarami.
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Tab. 3: Objemy reaktant(l pro sekvenaci.

Plazmidova DNA | 0,2ml zkumavka Primer Plazmidova DNA ster. dH,0

LBD LBD_FW pTT5_FW 3ul 4 ul

LBD_REV pTWb5sec_REV 3ul 4 ul

B7H6 1 A |BZ-HELLAFW [pTT5 Fw 5 pl 2 ul

- B7-H6_1 A _REV |pTW5sec_REV 5ul 2 ul
B7-H6_1 B B7-H6_1 B FW |pTT5_FW 7 -
B7-H6_1 B REV |pTW5sec_REV 7wl -

B7-H6 2 A FW TT5 FW I 1ul

B7-H6_2_A 62 A PTTS_ bu S

B7-H6_2_A_REV |pTW5sec_REV 6 ul 1l

B7-HE 2 B B7-H6_2 B FW |pTT5_FW 4l 3ul

- B7-H6_2 B REV |pTW5sec_REV 4l 3ul

B FW TT5 FW I 2 ul

BAG6_A AG6_A_ pTT5_ S5u I

BAG6_A_REV pTWb5sec_REV 5ul 2 ul

BAGE B BAG6_B_FW pTT5_FW 4l 3ul

- BAG6_B_REV pTW5sec_REV 4l 3ul

4.13. Pfiprava zasobniho mnoistvi plasmidti

Kolonie byly

rozetfeny v pfiblizné 5 ml

LB média a preneseny do 2|

Erlenmeyerovych banék s 500 ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml). Kultury byly
inkubovany na trepacce 16 hod pfi 37 °C a 220 ot./min). Posléze byly centrifugovany
v 250ml kyvetach po dobu 15 minut pfi 4500 x g, pelety byly resuspendovdny na
vortexovém mixéru v 30 ml TES pufru a suspenze byla opét centrifugovana 15 minut pfi
4500 x g. Dale byl postup dodriovan podle navodu komeréniho kitu PureLink™ HiPure
Plasmid DNA (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Némecko) [44]. Koncentrace a Cistota

izolovanych plasmid(i byla opét mérena na spektrofotometru Nano Vue Plus.
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5. Vysledky prace

Na zakladé dostupné literatury byly nejprve navrieny vhodné konstrukty pro geny
proteinl NKp30, B7-H6 a BAG-6. Konstrukt LBD odpovida extracelularni vazebné doméné
NKp30 bez jeho spojovaci domény, dlouhé 112 aminokyselin (obr. 8) [6, 8], konstrukty
B7-H6_1 a B7-H6_2 odpovidaji extraceluldrni ¢asti B7-H6 s jednou (116 aminokyselin),
resp. s obéma (221 aminokyselin) imunoglobulinovymi doménami (obr. 9) [28]. Konstrukt
BAG6 odpovida 251 aminokyselin dlouhému Useku Gggg-Rgzs, jehoz vazba na NKp30 byla
prokdzdna jako dostacujici pro inhibici NK bunék pres navazani na NKp30
(obr. 10, str. 34) [45].

MAWMLLL IL IMVHPGSCALWVSQPPE | RTLEGSSAFLPCSFIASQGRLA 1GS
VTWFRDEVVPGKEVRNGTPEFRGRLAPLASSRFLHDHQAELH I RDVRGHDAS
I YVCRVEVLGLGVGTGNGTRLVVEKEHPQLGAGTVLLLRAGFYAVSFLSVAV
GSTVYYQGKCLTWKGPRRQLPAVVPAPLPPPCGSSAHLLPPVPGG

Obr. 8: Sekvence proteinu NKp30: modie je oznacena signalni sekvence, Zluté konstrukt LBD, zelené
spojovaci doména, oranzové transmembrénova doména, Cervené cytosolickd doména, - glykosylacni

mista, Sedé disulfidické mustky.

MTWRAAASTCAALLILLWALTTEGDLKVEMMAGGTQITPLNDIVTIFCNIFY
SQPLIITSMGITWFWKSLTFDKEVKVFEFFGDHQEAFRPGAIVSPWRLKSGD
ASLRLPGIQLEEAGEYRCEVVVTPLKAQGTVQLEVVASPASRLLLDQVGMKE
IEDKYMCESSGFYPEAINITWEKQTQKFPHPIEISEDVITGPTIKNMDGTF
VTSCLKLISSQEDPGTVYQCVVRHASLHTPLRSIFTLTAARHSLSETEKTD
FSIHWWP ISF IGVGLVLL I VL I PWKK I CNKSSSAYTPLKC | LKHWNSFDTQT
LKKEHL | FFCTRAWPSYQLQDGEAWPPEGSVNINT | QQLDVFCRQEGKWSEV
PYVQAFFALRDNPDLCQCCR IDPALLTVTSGKS IDDNSTKSEKQTPREHSDA
VPDAP ILPVSP IWEPPPATTSTTPVLSSQPPTLLLPLQ

Obr. 9: Sekvence proteinu B7-H6: Modre je oznacena signdlni sekvence, zluté s podtrhnutim konstrukt B7-

H6_1, Zluté konstrukt B7_H6_2, tyrkysové transmembranova doména, Cervené cytosolickd doména, -

N-glykosylacni mista, Sedé disulfidické mustky.
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MEPNDSTSTAVEEPDSLEVLVKTLDSQTRTF I VGAQMNVKEFKEH I AASVS |
PSEKQRL | YQGRVLAQDDKKLQEYNVGGKV | HLVERAPPQTHLPSGASSGTGS
ASATHGGGIPPGTRGPGASVHDRNANSYVMVGTFNLPSDGSAVDVHINMEQA
P I QSEPRVRLVMAQHMIRD IQTLLSRMETLPYLQCRGGPOQPAQHSAQPPPAQPPA
VTPEPVALSSQTSEPVESEAPPREPMEAEEVEERAPAQNPELTPGPAPAGPT
PAPETNAPNHPSPAEYVEVLQELQRLESRLQPFLQRYYEVLGAAATTDYNNN
HEGREEDQRL INLVGESLRLLGNTFVALSDLRCNLACTPPRHLHVVRPMSHY
TTPMVLQQAAIPIQINVGTTVTMTGNGTRPPPTPNAEAPPPGPGQASSVAPS
STNVESSAEGAPPPGPAPPPATSHPRV IR I SHQSVEPVVMMHMN | QDSGTQP
GGVPSAPTGPLGPPGHGQTLGQQVPGFPTAPTRVV I ARPTPPQARPSHPGGP
PVSGTLQGAGLGTNASLAQMVSGLVGQLLMQPVLVAQGTPGMAPPPAPATAS
ASAGTTNTATTAGPAPGGPAQPPPTPQPSMADLQFSQLLGNLLGPAGPGAGG
SGVASPT I TVAMPGVPAFLQGMTDFLQATQTAPPPPPPPPPPPPAPEQQTMP
PPGSPSGGAGSPGGLGLESLSPEFFTSVVQGVLSSLLGSLGARAGSSES | AA
F IQRLSGSSN I FEPGADGALGFFGALLSLLCAQNFSMVDVVMLLHGHFQPLQR
LQPQLRSFFHQHYLGGQEPTPSNIRMATHTL | TGLEEYVRESFSLVQVQPGV
DI IRTNLEFLQEQFNS | AAHVLHCTDSGFGARLLELCNQGLFECLALNLHCL
GGQQMELAAV INGR | RRMSRGVNPSLVSWLTTMMGLRLQVVLEHMPVGPDAI
LRYVRRVGDPPQPLPEEPMEVQGAERAIPEPQRENAIPAPGTTAEEAMSRGP
PPAPEGGSRDEQDGASAETEPWAAAVPPEWVP I 1QQD I QSQRKVKPQPPLSD
AYLSGMPAKRRKTMQGEGPQLLLSEAVSRAAKAAGARPLTSPESLSRDLEAP
EVOESYROQLRSDIQKRLQEDPNYIPQRFPNAQRAFADDP

Obr. 10: Sekvence proteinu BAG-6: modre je oznacena doména UBL, oranZové doména bohatd na prolin,

oranzove s podtrhnutim DUF, Zluté konstrukt BAG6, cervené NLS, fialové BAG doména, - fosforylace,

Sedé N-acetylace.

Konstrukty B7-H6_1 a B7-H6_2 byly navrhnuty na zakladé krystalografické
struktury extracelularni domény proteinu B7-H6 tak, aby zlstaly zachovany vsechny
vodikové vazby v konstruktu B7-H6_1 odpovidajicim proximalni extracelularni ¢&asti
(obr. 11, str. 35). Posledni aminokyselinou konstruktu B7-H6_1 je Val140, ktery tvofi dva

vodikové mustky s aminokyselinou v proximalni extraceluldarni doméné.

Tyto konstrukty byly pomoci PCR amplifikovany z dostupnych templatl
(kap 3.2.5.), pricemz spravnost jejich délky byla ovéfena na agarosové elektroforéze

(obr. 12, str. 35).
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Val140

Obr. 11: Struktura B7-H6 (vlevo) [28] a hranice mezi jeho dvéma extracelularnimi domény (vpravo):
zelenymi stuhami jsou vyznaceny R-listy, ¢ervenymi a-helixy, zelenymi B-ohyby, ¢erné jsou zaznaceny

vodikové vazby.

-

¥

BAG-6 B7-H6. 2

Obr. 12: Velikost produktd PCR reakce ovérena na agarosové elektroforéze: BAG6 — 773 bp, B7-H6_2 —
683 bp, B7-H6_1 — 368 bp, LBD — 356 bp.

Vzorky byly precistény izolaci z gelu, pfipadné srdzenim (LBD, B7-H6_1). Nasledné
bylo provedeno jejich restrikéni Stépeni restrikénimi endonukleasami Agel a Kpnl a tyto
enzymy byly eliminovdny zvySenou teplotou (65 °C) a precisténim pres kolonku. Dale byla
provedena ligace nastépenych vzorkl s nastépenym plasmidem a transformace do

bakterii E. coli kmene DH5a.
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Bakterie byly kultivovany na agarem ztuzeném LB médiu s pfidavkem ampicilinu a
dalsi den z nich byly vybrany reprezentativni kolonie, které byly kultivovany pres dalsi den
v tekutém LB médiu s ampicilinem a ze kterych byla pomoci PCR z kolonii a agarosové

elektroforézy urcena spravnost délky vlioZenych insert( vlozenych do plasmid( (obr. 13).

1000 bp

800 bp
700 bp

500 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Obr. 13: PCR z dvou kolonii B7-H6_2, spravnd velikost 834 bp.

Plasmid pTW5sec (obr. 14, str. 37) byl vytvoren zplvodniho plasmidu
pTT5 [41, 46]. Obsahuje eukaryotni replikacni pocatek pro replikaci v bunééné linii
HEK293, prokaryotni replikacni pocatek pro replikaci plasmidu v bakteriich, promotory
zvysujici expresi genu v eukaryotnim systému (promotor lidského cytomegaloviru, hlavni
pozdni promotor adenoviru a sekvenci WPRE;, Woodchuck posttranscriptional regulatory
element), sekvenci zvysujici translaci mRNA, gen pro RB-laktamasu zajistujici rezistenci
bakterii na ampicilin, dale polyadenylacni signal, Kozakovu sekvenci zajistujici ribozomalni
translaci, histidinovou kotvu pro usnadnéni purifikace exprimovanych proteint, sekre¢ni
signal a Agel a Kpnl restrikéni mista pro vkladani genovych konstruktl [45, 46].
TGATATTCACCTGGCCCGATCTGGCCATACACTTGAGTGACAATGACATCCA

CTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAAGTTTATCGCCAC
C-GGAGAACTGCTGCTGCTCCTTCTGCTGGGGCTGCGGCTTCAGCTGAGT

CTTGGAATTAGCGGT X_GGTAGCCACCATCACCACCATCACCACCAGGGGH

.TCAAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGGTATTCT
TAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTT

Obr. 14: Usek nukleotidové sekvence plasmidu pTW5sec: -je oznacen iniciacni kodon, tyrkysové Agnl
a Kpnl restrikéni mista, Zluté misto pro genovy konstrukt, - sekvence kddujici histidinovou kotvu,

- terminacni kodon, Sedé signalni sekvence.
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Z kultivovanych bakterii byly nasledné izolovany plasmidy. Po ovéreni Uspésnosti
ligace pomoci sekvenace byly plasmidy opét transformovany do DH5a E. coli, které byly
kultivovdny nejprve na ztuzeném médiu a az poté byly vyrostlé kolonie pfevedeny do 0,5 |
LB média, ve kterém byly ponechany rist 15 hodin. Plasmidy byly nakonec opét izolovany
a koncentrace a Cistota zasobnich roztok( plasmidl byly zméreny spektrofotometricky
(tab. 4).

Tab. 4: Naméfena koncentrace (c) a Cistota (260/280)
izolovanych plasmidd.

c [mg/ml]| 260/280
pTW5sec_LBD 1,65 1,06
pTW5sec_B7-H6_1 0,66 1,83
pTW5sec_B7-H6_2 0,92 1,78
pTW5sec_BAG-6 1,02 1,81
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6. Diskuze

Pfiprava expresnich vektorl v kone¢ném dlsledku trvala mnohem déle, nez bylo
pldnovdno, coZ bylo zplsobeno opakovanymi negativnimi vysledky u jednotlivych krokd.
Zpocatku byla pro PCR pouzivana Deep Vent DNA polymerasa, ale pozitivni vysledky
vizualizované na agarosové elektroforéze byly ve tfech pfipadech (kromé B7-H6_1)
dosazeny az po pouziti Q5 polymerasy. Q5 polymerasa, na rozdil od ostatnich béiné
komeréné dostupnych polymeras, obsahuje doménu Sso7d, kterd stabilizuje primery pfi
jejich nasedani na templat, coZ mohlo vtomto pfipadé vyrazné ovlivnit Uspésnost

PCR [47].

Vétsi problémy nastavaly pfi transformaci legaénich reakci, protoze na miskach
kromé bakterii s bezproblémovym pTW5sec_B7-H6_1 dlouho nenarostly zadné kolonie a
kdyZ narostly, tak na agarosové elektroforéze po PCR z kolonii nebyl viditelny Zadny
produkt spravné velikosti. Vyména antibiotika za nové, delsi ¢as ligace a ani novy Stépeny
plasmid vysledky nezlepsily, kolonie vSak zacaly rist poté, co byla provedena zména jiz na
zacatku postupu — produkty PCR byly misto srazeni izolovany z gelu — byly tak oddéleny
od primer( pro PCR, které pravdépodobné svou pritomnosti kompeti¢né inhibovaly jejich
Stépeni.
jsou relativné nizké vytéziky izolovanych plasmidd a neobjasnény je téz dlvod nizsi

namérené Cistoty plasmidu pTW5sec_LBD.
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7. Zaver

Byly pfipraveny Ctyfi expresni vektory, jeden pro produkci extracelularni domény
receptoru NKp30, dva pro produkci jedné, resp. obou extracelularnich domén receptoru

B7-H6 a jeden pro produkci rozpustného fragmentu jaderného proteinu BAG-6.
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Svoluji k zapGjéeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypujcovatel(.
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