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ABSTRAKT

NK buniky jsou dilezitou soucasti vrozeného imunitniho systému. Jde o velké
granularni lymfocyty, které vykazuji cytotoxické vlastnosti vici buitkam, které byly
napadeny virem, prvokem, ¢i podlehly maligni transformaci. Také se diky svym
cytotoxickym vlastnostem podili na regulaci mnozstvi, ¢i aktivity dalSich bunék
imunitniho systému. NK buniky na svém povrchu exprimuji mnozstvi aktivacnich a
inhibi¢nich receptorti, mezi jejichz signaly panuje dynamicka rovnovaha, ktera rozhoduje
o zivot¢ a smrti cilové bunky. Pokud prevazi aktivaéni signaly, bude cilova buika

eliminovana. Pokud pievazi inhibi¢ni signaly, cytotoxicka odpovéd’ se nespusti.

Receptor NKp30 je jednim z dalezitych aktivacnich receptorii, jehoz zapojeni je
pro spravné rozpoznani a eliminaci cilové buiikky v mnoha ptipadech klic¢ové. Tento
receptor je aktivovan fadou ligandti, mezi které patii ligandy jak virového, bakteridlniho
a parazitarniho ptvodu, tak ligandy produkované nadorovymi buiikami. Nové objevenym
ligandem NKp30 je pak galektin-3, ktery po vytvoteni ligand-receptorového komplexu
inhibuje aktivaci NK bunky. Galektin-3 je exprimovan celou fadou bun¢k v lidském
organismu, také se nachazi v n¢kterych rakovinnych buiikach, kde je jeho exprese ¢asto
zvySena nad fyziologickou hranici. Pokud se galektin-3 dostane do extraceluldrniho
prostoru, mize inhibici receptoru NKp30 pfispét k iniku nadoru pfed imunitnim

systémem.

Receptor NKp30 je schopen za urcitych podminek v roztoku oligomerizovat. Prvni
podminkou je pfitomnost ,stalk“ domény, druhou podminkou je pak piitomnost
N-glykosylace. Cilem této prace bylo ovéfit vliv pfitomnosti sacharid rozpoznavajici
domény galektinu-3 na disociaci této oligomerni frakce pomoci analytické gelové
permeacni chromatografie a ovétit vazbu této domény na NKp30 v zavislosti na druhu,

¢1 pritomnosti N-glykosylace.

KLICOVA SLOVA
NK bunky, Galektin-3, NKp30, HEK293T, HEK293S GnTT, N-glykosylace
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ABSTRACT

NK cells are an important part of the innate immune system. These are large
granular lymphocytes that exhibit cytotoxic properties against cells infected with a virus,
or protozoan, or have undergone malignant transformation. Due to its cytotoxic
properties, NK cells also participate in regulation of other immune cells and their activity.
NK cells express several activating and inhibiting receptors on their surface. Between
signals from those receptors is a dynamic balance that determines the life and death of
the target cell. If activation signals predominate, the target cell will be eliminated. If the

inhibitory signals predominate, the cytotoxic response will not be triggered.

The NKp30 receptor is one of the important activating receptors. Its involvement is
in many cases crucial for the proper recognition and elimination of the target cell.
Receptor NKp30 is activated by several ligands, including both viral, bacterial and
parasitic ligands, as well as ligands produced by tumor cells. Galectin-3 is recently
described ligand of NKp30, which inhibits its further activation upon formation of the
ligand-receptor complex. Galectin-3 is expressed by a number of cells in the human body
and it is also found in some cancer cells, where its expression is often increased above
physiological levels. When galectin-3 enters the extracellular space, inhibition of the

NKp30 receptor may contribute to tumor escape from the immune system.

The NKp30 receptor can oligomerize in solution under certain conditions. The first
requirement for its oligomerization is the presence of stalk domain. The second
requirement is the presence of N-glycosylation. The aim of this thesis was to characterize
the effect of presence of the carbohydrate recognition domain of galectin-3 (Gal-3-CRD)
on the dissociation of oligomeric fraction of NKp30 by analytical gel permeation
chromatography. Another aim was to characterize the binding of Gal-3-CRD to NKp30
depending on the type, or presence of N-glycosylation of NKp30.

KEY WORDS
NK cells, Galectin-3, NKp30, HEK293T, HEK293S GnTT’, N-glycosylation
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém je komplexni sit' lymfatickych organti, bunék a humoralnich
slozek. Zajistuje ochranu nejen proti mikroorganismtim, které se do naseho téla mohou
dostat vdechnutim, pozitim, nebo dokonce skrz poskozenou pokozku, ale naptiklad i pred

tumorigenezi [1].

1.1.1 ADAPTIVNi A VROZENA IMUNITA

Imunitni systém lze rozdé€lit na ziskanou neboli adaptivni imunitu a na vrozenou
imunitu, pfi¢emz ob¢ Casti spolu velmi zce spolupracuji. Adaptivni ¢ast se vyznacuje
pomalejsi odezvou na dany patogen a je reprezentovana dvéma druhy specializovanych
bun¢k, kterymi jsou T bunky a B bunky [2]. Pomalejsi odezva je zpiisobena
mechanismem, kterym tyto buiiky rozpoznavaji cizorodé mikroorganismy. D¢je se tak
prostiednictvim Siroké $kaly antigen-specifickych receptorti, jenz jsou exprimovany na
povrchu téchto bunék. Preskupovani nékolika set genovych prvki zarodecnych linii
umoznuje vznik desitek milion riznych antigennich receptord [3], se specifitou pro

miliardy antigenti.

T bunky vznikajici v kostni dfeni a brzliku, jejichz geny pro antigen-specifické
receptory podstoupily rekombinaci, jsou nematurované, jelikoz se zatim nesetkaly
s antigenem. Proces maturace probiha v lymfatickych tkanich, kde se kromé T a B bun¢k
nachazi 1 antigen prezentujici bunky (APC, z angl. antigen presenting cells), které na
svém povrchu nesou antigen navazany na hlavnim histokompatibilitnim komplexu
(MHC, z angl. major histocompatibility complex), konkrétné¢ na MHC glykoproteinu II.
tfidy. Od setkdni s antigenem do aktivace buiikky obvykle ubéhnou 2-3 dny, béhem
kterych dochazi k zvétSeni jejich populace [1,2]. B buiiky vznikaji pfedevSim v kostni
dfeni a jejich ulohou je tvofit protilatky, nicméné v jejich ranych stadiich vyvoje mohou

hrét roli APC pro T bunky [1,4].

Kvili pomalé odezvé adaptivniho imunitniho systému by mél dany patogen
dostatek c¢asu k zptisobeni masivniho poskozeni napadeného organismu. Proto je od
pocatku infekce patogen likvidovan slozkami vrozené¢ho imunitniho systému, mezi které
patii naptiklad antimikrobidlni peptidy, fagocytujici builky a cesty aktivace
komplementu. Na rozdil od adaptivniho imunitniho systému, ktery vyuzivd mozZnost
exprese témef neomezeného mnoZstvi antigen-specifickych receptort, se bunky
vrozeného imunitniho systému zaméfuji na expresi né€kolika stovek receptorti

specifickych pro vysoce konzervované struktury, které byvaji spolecné pro vétsi skupiny
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mikroorganismt. Likvidace piivodcli infekce ovSem neni jedinou roli vrozeného
imunitniho systému [2]. Dilezitou roli hraji bunky znamé pod nazvem ,,piirozeni
zabijaci” (NK burnky, z angl. natural killer cells), které vykazuji pfirozenou cytotoxicitu

vuci bunkéam, které podlehly maligni transformaci, nebo byly napadeny virem [3,5].

1.1.2 NKBUNKY

NK bunky jsou velké granuldrni lymfocyty, které se diferencuji
z hematopoetickych progenitorovych bun¢k v kostni dieni. Pro jejich rist a diferenciaci
jsou zapotiebi rizné cytokiny, zejména interleukin (/L) 2 a IL-15, jenz jsou produkovany

jinymi buitkami imunitniho systému [6,7].

V lidském organismu se vyskytuji ve dvou populacich, do kterych jsou fazeny
podle fenotypizace jejich bunécného povrchu. Dilezitym fenotypickym znakem vSech
NK bunék je absence komplexu antigenni diferenciacni skupiny (CD, z angl. cluster of
differentiation) ¢islo 3 (CD3), ktery je typicky zejména pro T butiky, a exprese adhezni
molekuly CD56 [8]. Na zéklad€ hustoty vyskytu CD56 se pak NK bunky d¢€li na populaci
CD56" | kterd se vyznaduje vysokou expresi této molekuly, a CD569™, ktera tuto

molekulu exprimuje méné [5.8].

Jednim z hlavnich rozdilti mezi t€émito dvéma populacemi je jejich misto vyskytu,
kdy se CD56%€" vyskytuje predevsim v lymfatickych organech, zatimco CD564™ je
tvofena predevsim bunkami, které cirkuluji v krvi [9]. Dal$im dalezitym rozdilem je pak
schopnost eliminace cilové buiiky. Populace CD56™#" slouzi piedev§im k produkci
cytokintl, naptiklad interferonu (/FN) y (IFN-y), faktoru nddorové nekrézy (TNF, z angl.
tumor necrosis factor) B (TNF-B), IL-10 a IL-13, které zprostiedkovavaji komunikaci
s dal§imi buiikami imunitniho systému (Obrazek 1, str. 15). Na rozdil od CD56%™ viak
maji mnohem nizs$i schopnost eliminovat buiiky, kterymi jsou aktivovany, nicméné
CD56eh aktivované IL-2 a IL-12 vykazovaly obdobnou schopnost cytotoxicity jako
CD56%™ [10]. Kromé likvidace bunék, které podlehly maligni transformaci, ¢i byly
napadeny virem jsou NK burky také odpovédné za regulaci mnoZstvi ostatnich bun&k
imunitniho systému, napfiklad dendritickych bun¢k (DC, zangl dendritic cells),
aktivovanych makrofagh a aktivovanych T bunék (Obrazek 1, str. 15) [5].

Bylo také zjisténo, Ze n¢které NK buiiky se po setkani s jejich aktivatory zméni pod
vlivem IL-12, IFN-y a IFN-a na pamétové NK buiiky, které jsou schopny po opétovném
setkani s aktivatorem rychlejsi a razantnéjsi odpovédi, at’ uz ve formé€ produkce cytokint,

¢i cytotoxické aktivity [11,12].
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Obrazek 1: Schéma ovliviiovani imunitniho systému NK buiikami

NK buriky jsou schopny pomoci sekrece cytokind, hlavné tedy IFN-y a TNF, aktivovat T bunky,
DC a makrofagy. V ptipad¢ potieby poté mohou likvidovat aktivované T bunky, aktivované DC
a aktivované makrofagy. Tyto funkce NK buné€k jsou zpétné regulovany cytokiny, a to hlavné
IFN typu L., mezi néz patii naptiklad IFN-a, IFN-f a dalsi. Dalsi cytokiny, které zpétn€ reguluji
funkce NK bunék jsou IL-15, IL-12 a IL-18, sekretované aktivovanymi DC a aktivovanymi
makrofagy. Pfevzato a upraveno z [5].

1.1.2.1 RECEPTORY NK BUNEK

Jak jiz bylo zminéno vyse, NK bunky na rozdil od T a B bun¢k nepodstupuji
preskladani genti kodujici antigen-specifické receptory. Misto toho exprimuji mensi pocet
aktivacnich a inhibi¢nich receptorti, které rozpoznavaji rizné ligandy, jako napiiklad
MHC glykoproteiny 1. tfidy [13]. Obecné se receptory NK bunék déli na dvé hlavni
strukturni superrodiny — receptory podobné lektinim C-typu a imunoglobulinim
podobné receptory (Ig-like, z angl. immunoglobulin-like), pfi¢emZ obé& superrodiny

zahrnuji jak inhibi¢ni, tak aktivacni receptory [14].

Inhibic¢ni receptory lidskych NK bunék se déli na dalsi skupiny. Prvni skupinu tvofi
transkripty podobné imunoglobuliniim 2, které jsou schopny vézat fadu ligandti. Druhou
skupinou jsou inhibi¢ni NK-buné¢né imunoglobuliniim podobné receptory (KIR, z angl.
killer immunoglobulin-like receptor). Ligandy KIR jsou pfedevsim lidské leukocytarni
antigeny (HLA, z angl. human leukocyte antigen), coz je podskupina MHC glykoproteina
L. tfidy, nachazejici se pouze v lidském organismu [15]. Z toho vyplyva, ze jak inhibicni,
tak nize zminéné aktivacni KIR receptory jsou pfitomny pouze v lidském organismu,
potazmo v primatech. Skupina KIR je v mySich nahrazena strukturn€ odliSnou skupinou

receptortt Ly49 [16].
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Lidské NK buriky pak také exprimuji mnoho aktivacnich receptorti, mezi které patii
skupina aktivacnich KIR, dale receptor pfirozeny zabijacky protein (NKp, z angl. natural
killer protein) 80, ¢len D ze skupiny pfirozenych zabijackych receptort 2 (NKG2, z angl.
natural killer group 2) —NKG2D, ktery patii stejné€ jako NKp80 do superrodiny receptori
podobnych lektinim C-typu. Dalsi skupinou jsou pak receptory pfirozené cytotoxicity
(NCR, z angl. natural cytotoxicity receptor), z Ig-like superrodiny, mezi které patii
NKp30 (Obrazek 2, str. 17), NKp44 a NKp46 [14,15].

Mezi signaly zprostiedkovanymi inhibi¢nimi a aktiva¢nimi receptory panuje
dynamicka rovnovaha. Pokud NK buiika ziska vice inhibi¢nich a aktivac¢nich signalt
z bunky, do jejiz blizkosti se dostala, tak o jejim dalSim osudu rozhoduje priorita a ¢etnost
jednotlivych signald. Jednim z hlavnich aspektt, ktery rozhoduje mezi zivotem a smrti
cilové buiky, je jeji exprese MHC glykoproteint 1. tfidy a jejich rozpoznéani predev§im
inhibi¢nimi receptory ze skupin KIR i NKG2. V ptipad¢, Ze cilova bunka exprimuje
téchto molekul malo, pak pfevazi aktivaéni signaly a cilova builka bude eliminovana

pusobenim perforinu a granzymu B [5,8,17].

Bylo také zjisténo, Ze pocet exprimovanych receptorti rozpoznavajicich MHC
glykoproteiny 1. tfidy, mize ovlivnit cytotoxickou odpovéd. NK bunky, které
exprimovaly téchto receptorti malo, vykazovaly vyssi toleranci vii¢i buiikam deficientnim
na MHC glykoprotein I. tfidy [18]. Zaroven NK bunky nejevi znamky aktivace vici
buikam deficientnim na MHC glykoprotein II. tfidy [19].

1.1.2.2 RECEPTOR PRIROZENE CYTOTOXICITY NKP30
Receptor NKp30 (Obrazek 2, str. 17), ¢len skupiny NCR o molekulové hmotnosti

30 kDa, ktery je n¢kdy také nazyvan NCR3, ¢i CD337, je exprimovan piedev§im NK
buiikami, ov§em pod vlivem IL-15 miize byt také exprimovan v T bunkach pupecnikové
krve, ¢i epitelidlnimi buikami za pisobeni progesteronu. Zapojuje se predevSim do
rozpoznavani tumorovych bunék, ale je zndmo 1 nékolik jeho virovych ligandd, ¢i
dokonce vykazuje schopnost vazby na erytrocyty infikované Plasmodium falciparum [20],

nebo také miize indukovat apoptézu DC [13,16,20].

Jeho gen se nachazi na vysoce polymorfnim telomernim konci lidského MHC
lokusu III. tfidy a je exprimovan v Sesti formach sestfihu jeho mediatorové ribonukleové
kyseliny (mRNA, z angl. messenger ribonucleic acid), pti¢emz prvni tfi kéduji NKp30a,
NKp30b a NKp30c, jejichz extracelularni domény jsou podobné variabilnim doménam
imunoglobulini [15,20]. Dalsi tfi formy jeho sestfihu mRNA pak kdduji NKp30d, NKp30e
a NKp30f, jejichz extracelularni domény jsou podobné konstantnim doméndm

imonuglobulind [20]. Kazda z izoforem NKp30 vyvolava u NK buiiky jinou odpovéd.
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Naptiklad pti aktivaci NKp30a a NKp30b dochézi k sekreci IFN-y, zatimco NKp30c

vyvolava sekreci IL-10, a tak ptisobi imunosupresivné [15,20].

Strukturné obsahuje receptor NKp30 motivy imunoglobulinii, obvykle jednu jejich
doménu V-typu [21], je tedy tvoien pfevazné B-sklddanymi listy, pfi¢emz dva jsou
propojeny disulfidickym mitistkem mezi Cys-39 a Cys-108. Dale obsahuje dva kratké
a-helixy a dvé oblasti urcujici komplementaritu (CDR, zangl. complementarity-

determining region) (Obrazek 2) [22].

N

Obrazek 2: Struktura neglykosylované ligand vazajici domény receptoru NKp30

Receptor NKp30 [Kdd v proteinové databance (PDB) 3NOI] obsahuje mnoho B-skladanych listt,
které jsou obarveny tyrkysové¢. Sbalen je do tvaru variabilni domény imunoglobulinu, a to
predevsim prostiednictvim zluté oznaceného disulfidického mistku, zprostiedkovaného Cys-39
a Cys-108. Protein také obsahuje dva kratké Cervené obarvené a-helixy, jeden mezi listy D a E,
druhy mezi listy E a F. Dale se ve struktufe nachazi dva CDR, kterymi se receptor vaze na své
ligandy. Pismenem C je pak oznacen C-konec proteinu a pismenem N jeho N-konec. Prevzato a
upraveno z [22].

Extracelularni doména obsahuje tfi N-glykosyla¢ni mista, kterymi jsou Asn-42 a
Asn-68, které jsou pro funkci NKp30 stézejni, zatimco N-glykosyla¢ni misto Asn-121
ma na signalizaci a vazbu ligandi minimalni vliv [23]. Kromé N-glykosylace jsou
vazebné schopnosti receptoru také ovlivnény ptitomnosti C-koncové ,stalk domény
obsahujici 15 aminokyselin ('?’KEHPQLGAGTVLLR!'#), kterou je propojena ligand
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vazajici doména (LBD, z angl. ligand binding domain) s tramsmembranovym o-helixem,
a stejn¢ jako piitomnost N-glykosylace ovliviiuje oligomerizaci NKp30 [23-25]. Bylo
zjisténo, ze se jak N-glykosylovana varianta LBD NKp30, tak varianta LBD NKp30 bez
glykosylace, v roztoku nachazi pievazné v monomerni formé, kdy ale maléd cast také
dimerizuje (Obrazek 3). Naopak N-glykosylovany NKp30 exprimovany se ,,stalk®
doménou  oligomerizuje.  Z porovnani  konformaci  N-glykosylovanych a
neglykosylovanych dimert NKp30 bylo zjisténo, ze nékterd aminokyselinové rezidua
zménila svou polohu o 9-15 A (Obrazek 3). N-glykosylovany dimer LBD NKp30 miize

byt zakladni stavebni jednotkou oligomerd, které tvoii NKp30 se ,,stalk® doménou [25].

Prolozeno: LBD A 6YJP:LBD 3NOI

Obrazek 3: Struktura dimeru LBD receptoru NKp30

Dvé molekuly LBD NKp30 dimerizuji s 180° rotaci vii¢i sobé (,,hlava k ocasu®). Sedivou barvou
byla proloZzena monomerni jednotka neglykosylovaného dimeru (PDB kod 3NOI) s monomerni
jednotkou N-glykosylovaného dimeru (PDB kod 6YJP) tak, aby se struktury co nejvice
prekryvaly. Tyrkysovou barvou je pak vyznacena druha monomerni jednotka neglykosylovaného
dimeru (PDB koéd 3NOI). Fialovou barvou je vyznadena druha monomerni jednotka
glykosylovaného dimeru (PDB kod 6YJP). Vlevo lze pozorovat, Zze se N-glykosyla¢ni misto
Asn-42, které bylo zobrazeno sférickym modelem (spolu s navazanym N-acetylglukosaminem),
nachazi v ptipadé¢ N-glykosylovaného dimeru v blizkosti C-konce druhé monomerni jednotky.
Naopak v ptipadé neglykosylované¢ho dimeru se Asn-42 (taktéz zobrazeny sférickym modelem)
ucastni interakce s druhou monomerni jednotkou. Vpravo byla cela struktura pootocena, pro lepsi
pozorovatelnost zmény konformace v zavislosti na tom, zdali je dimer N-glykosylovany c¢i
neglykosylovany. Pfevzato a upraveno z [25].

Ligandy rozpoznavané NKp30 se déli do nékolika skupin, a to na virové ligandy,
mezi které patii napiiklad hemaglutinin viru vakcinie, €1 protein pp65 lidského
cytomegaloviru. Dalsi skupinou jsou pak bakteridlni a parazitarni ligandy, kdy je NKp30,
piimo aktivovan erytrocyty, jez byly napadeny prvokem Plasmodium falciparum.

Nejrozsitengj$i skupinou jsou vSak celularni ligandy, mezi které patii heparan sulfatové
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proteoglykany [20], HLA-B asociovany transkript 3 (BAT3 ¢i BAGO6) [20,23], ktery je za
normalnich okolnosti piitomen pouze v jadru, ale tumorové a apoptotické bunky vykazuji
vy$si expresi genu pro BAT3, ¢imz se mlize dostat i do cytoplazmy [20]. Dal$im dilezitym
celularnim ligandem je pak protein B7-H6, ktery ve zdravych tkanich neni exprimovan,
zatimco tumorové buiky lymfomi, melanomi, leukemie, karcinomi ¢i primarni
tumorové krevni bunky ho exprimuji. Receptor NKp30 je jediny, ktery tento protein
rozpoznava (Obrazek 4) [26]. Nejnovej$§im objevenym celularnim ligandem je pak
galektin-3, protein nadmérn¢ produkovany nékterymi tumorovymi bunkami, ktery na
receptor NKp30 ptisobi inhibi¢né, ¢imz pomahd nadoru odolavat imunitnimu systému

[27].

Deaktivovano

Obrazek 4: Schéma aktivace signalizace receptorem NKp30 pomoci ligandu B7-H6

Vlevo je vidét Cervene obarveny receptor NKp30 (PDB kdod 3NOI) bez navazaného ligandu, jehoz
Arg-143 | stalk domény (R) neinteraguje s adaptorovou molekulou CD3(, kterd nese aktivaéni
imunoreceptorové motivy zalozené na tyrosinu (ITAM, z angl. immunereceptor tyrosine-based
activating motif). Transmembranové domény CD3{ jsou propojeny disulfidickym mustkem.
Napravo je pak ligand-receptorovy komplex proteinu B7-H6, ktery je obarven oranzové, s NKp30
(PDB kod 3PV6). ,,Stalk* doména nesouci Arg-143 s kladn¢ nabitym postrannim fetézcem je
v dtsledku konformaéni zmény receptoru zpiisobené nasednutim ligandu nyni zasunuta hloubégji
do membrany, ¢imzZ je umoznéna interakce s adaptorovou molekulou CD3(, jejiz intraceluldrni
¢asti zmenily vlivem interakce s NKp30 svou konformaci a ITAM mohly byt fosforylovany.
Ptevzato a upraveno z [24].
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Po nasednuti ligandu na receptor NKp30 se spousti signalizacni kaskada, ve které
hraje dulezitou roli C-koncova ,stalk” doména, konkrétnéji kladné nabity postranni
fetézec Arg-143 [24]. Ten interaguje s adaptorovou molekulou, naptiklad CD3(, ktera ve

své aminokyselinové sekvenci nese ITAM (Obrazek 4, str. 19) [13,23,24].

Studie potvrdila, ze NKp30 ptsobi v synergii s NKp46, jelikoz pii testech na NK
bunkach, jimz byl vzdy monoklonalnimi protilatkami maskovan pouze jeden z téchto
dvou receptorti, dochazelo k snizeni cytotoxické aktivity v zavislosti na druhu ligandu.

Maskovani obou receptorii pak vedlo k signifikantni inhibici cytotoxicity NK bunky [21].

1.2 LEKTINY

Lektiny jsou proteiny, které jsou schopny reverzibilné vézat monosacharidy a
oligosacharidy, vyjma protilatek a enzymu. V piirod¢ hraji nejriznéjsi role, naptiklad
rostlinné lektiny umoziiuji pfichyceni symbiotickych bakterii, které fixuji dusik. Lektiny
zivocicht pak napiiklad reguluji migraci leukocytl organismem [28]. Kazdy lektin
obsahuje sacharid rozpoznavajici doménu (CRD, zangl. carbohydrate recognition
domain) [29], pficemz muze byt tvofen pouze touto doménou, nebo miize obsahovat i
dalsi casti, které¢ jsou zodpovédné napiiklad za uchyceni k membran€, enzymatickou
aktivitu €1 vazbu jinych ligandl (Obrazek 5, str. 21) [30]. Nékteré lektiny — aglutininy
zpusobuji shlukovani rznych buné€k [31,32], které je inhibovatelné volnymi sacharidy.

Zvlastnim ptipadem jsou pak hemaglutininy, které zplisobuji aglutinaci erytrocytt [32].

Lektiny lze rozd¢lit na jednoduché, vicedoménové a lektinové nadmolekularni
struktury. Jedna z hlavnich skupin lektind, které se fadi mezi jednoduché, jsou lektiny
lusténin, jejichz dalezitym zastupcem je konkanavalin A [29], ktery byl objeven mezi
prvnimi. Velka c¢éast ostatnich lektini zaujima podobnou konformaci jako
konkavalin A [33]. Dalsi pocetnou skupinou jsou pak lektiny obilovin, mezi které patii
napiiklad aglutinin z pSeni¢nych klicka. Jejich zajimavosti je, ze na rozdil od
lusténinovych lektint, jsou bohaté na cystein. Za zminku také stoji lektiny z ¢eledi rostlin
pryScovité, mezi které patfi velmi zndmy ricin a aglutinin sko¢ce obecného. Galektiny
jsou dalsi skupinou spadajici pod jednoduché lektiny [29]. Nachazi se jak v obratlovcich,
zejména tedy savcich, tak v n€kterych bezobratlych, rostlinach a houbach. Jejich CRD,
které vykazuji specifitu pro B-galaktosidy [34,35], jsou si napfi¢ vSemi zastupci galektint
velmi podobné [29,35].

Mezi vicedoménové lektiny pak patifi skupina virovych lektind, jejichz zastupcem
je napiiklad hemaglutinin viru influenzy [29,33]. Dalsi skupinou jsou pak lektiny C-typu,

které pro svou funkci potiebuji vapenaté ionty [29]. Jejich konformace je mezi ostatnimi
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lektiny velmi rozsifend, podobné jako tomu je u konkavalinu A [33]. Mezi lektiny C-typu
se fadi podskupina endocytickych lektinii, jako naptiklad ptaci hepatocyticky lektin. Dalsi
podskupinou lektini C-typu jsou kolektiny, mezi které patii napiiklad maltosu vazajici
protein. Posledni dutlezitou podskupinou jsou pak selektiny, které zprostfedkovavaji
mezibunéény kontakt. Lektiny P-typu jsou dalsi skupinou vicedoménovych lektinil, mezi
které patii pouze dva zastupci, kterymi jsou manosa-6-fosfatové receptory, pticemz prvni,
s hmotnosti okolo 300 kDa, neni zavisly na ptitomnosti vapenatych ionti, zatimco druhy,
s hmotnosti okolo 45 kDa, zavisly je [29]. Posledni skupinou vicedoménovych lektinti
zastupci jsou sialoadheziny [36], mezi které patii naptiklad receptor makrofagi, ktery je

zodpovédny za vazbu napiiklad na ov¢i erytrocyty.

Lektiny se také mohou sesklddat v nadmolekuldrni struktury, jako naptiklad
fimbirie a pili, coz jsou vlaknité heteropolymery, které se nachdzi na povrchu bakterii a

dosahuji délky az 200 nm [29].

Pouze CRD CRD + dalii doména CRD zakotvena v membrané Oligomer CRD

Q% Y )

U O . . -
- / | 1]
< Vazebné
) ;>,—--' misto pro

<__) jiny ligand

Obriazek 5: MoZnosti strukturniho usporadani lektini
Lektiny se mohou vyskytovat bud’ jako rozpustné CRD, ptipadné rozpustné CRD s dal§im
vazebnym mistem, nebo mohou byt spfazeny s enzymem ¢i dalSi samostatnou doménou, ktera je
schopna vazat ligand. Existuji také lektiny, které jsou zakotveny v membrané, nebo lektiny,
jejichz CRD oligomezituji. Pfevzato a upraveno z [30].
1.2.1 GALEKTINY

Galektiny, jsou proteiny vykazujici afinitu pro [-galaktosidy s vyraznymi
sekvencnimi podobnostmi jejich CRD. Nachazi se ve vSech zivoc¢iSnych fiSich,
v rostlinach 1 v houbach. Dtive byly nazyvany jako lektiny S-typu, a to kvili zavislosti
jejich aktivity na ptitomnosti thiolii. Od tohoto nazvu bylo pozdéji ale upusténo, jelikoz

se ukézalo, Ze tato podminka neplati pro kazdy galektin [35].
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Dle organizace domén se galektiny déli na tfi zdkladni typy. Prvni jsou galektiny
s jednou CRD, mezi néz patii galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 a -15. DalSim typem
jsou galektiny s dvéma CRD, které jsou propojeny jednim peptidovym fetézcem s délkou
do 70 aminokyselin, mezi které¢ patii galektin-4, -6, -8, -9 a -12. Specialnim ptipadem je
pak galektin-3 (Obrazek 6, str. 24), ktery obsahuje jednu CRD, na kterou je pfipojena
piiblizn¢ 120 aminokyselin dlouhd N-koncovd doména [34]. Stru¢ny pichled vybranych

galektintl a jejich funkci je uveden v tabulce 1.
Tabulka 1: Stru¢ny prehled vybranych funkei nékterych galektinii. Informace Cerpany z [34].

Organizace

. Galektin Vybrané funkce
domén/y
1 Indukuje apoptozu aktivovanych T bunék
Potlacuje proliferaci B bun¢k
Jedna CRD 2 Indukuje apoptézu T bunék
7 Utastni se diferenciace keratinocyti
10 Hraje zasadni roli ve funkci regulacnich T bunék

Ucastni se sestiithu primarniho transkriptu mRNA

CRD s N-koncovou Intracelularné vykazuje antiapoptotickou aktivitu,

. 3 extracelularné¢ maze indukovat apoptozu T bunék a
doménou o
monocytu
Podporuje rist nadort
4 Ucastni se formace lipidovych rafti
Je vysoce exprimovan béhem vzniku rakoviny
2 Potlacuje migraci nddorovych bunck
Zlepsuje adhezi neutrofili
Dvé CRD spojeny 9 Indukuje maturaci DC a produkei [L-12
polypeptidem Je chemoatraktantem pro eosinofily
Indukuje apoptozu adipocytl, zaroven se ucastni
12 jejich diferenciace

Ucastni se regulace bunécného cyklu

Ackoli galektiny neobsahuji signalni sekvenci, mohou byt sekretovany. Radi se
tedy do skupiny sekretovanych proteinti bez signalni sekvence. Kromé toho se mohou

nachazet 1 v jadfe a cytoplazmé [34].

Je evidentni, ze né&které galektiny hraji dutlezitou roli pfi nadorovych
onemocnénich, a to hlavné kvili jejich proapoptotickym a antiapoptotickym funkcim.
Studie ukazaly, Ze inhibice exprese galektinu-3 v buiikach rakoviny prsu zpomalila jejich
rust in vivo, zatimco galektin-1 muze stejn¢ jako galektin-7 autokrinn€ potlacovat rist

bunck neuroblastomu, pokud je ptidavan exogenné [37].
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1.2.1.1 GALEKTIN-3
Galektin-3, protein o molekulové hmostnosti od 29 do 35 kDa, je jednim z

nejstudovanéjsich lektini ze skupiny galektinli. Nachazi se v jadre, cytoplazmé, nebo
muze byt sekretovan mimo buiiku. Je jedinym galektinem, ktery krom¢ CRD, ktera se
nachazi na jeho C-konci, obsahuje také 110 az 130 aminokyselin dlouhou N-koncovou
doménu [38], kterd diky repetitivnim tisekim bohatych na glycin a prolin pfipomina
strukturu kolagenu [39]. Na rozdil od flexibilni N-koncové domény je CRD globuléarni a
obsahuje pfiblizné¢ 130 aminokyselin, tvoficich n€¢kolik antiparalelnich B-skladanych listt
(Obrazek 6, str. 24). Galektin-3 muze skrze N-koncovou doménu nekovalentné
oligomerizovat, naopak mysi galektin-3 muaze skrze CRD, ktera obsahuje nesparovany

Cys-186, tvotit kovalentni dimery [38].

Preferovanym ligandem galektinu-3 je N-acetyllaktosamin, nicméné je schopen
vazat mnoho dalSich B-galaktosidli a dokonce existuji i ligandy, se kterymi galektin-3
interaguje skrze N-koncovou doménu. Interakce s ligandem je doprovazena konformacni
zménou galektinu-3 (Obrazek 6, str. 24) [38]. Afinita pro vazbu ligandi je siln€ ovlivnéna
fosforylaci na Ser-6, ktery se nachdzi v N-koncové domén¢. DalSim, méné dalezitym
fosforylanim mistem je Ser-12 [40]. Fosforylace je zaroven jedinou znamou
posttransla¢ni modifikaci galekinu-3 [41], ktera vyrazné snizuje afinitu k ligandtim [40].
Ukazalo se také, ze po proapoptotickém stimulu cisplatinou je galektin-3 exportovan
zjadra do cytoplazmy, kde plisobi antiapoptoticky. Jak pro export z jadra, tak pro
antiapoptotickou aktivitu je nutna fosforylace na Ser-6. Antiapoptoticka aktivita je

vvvvv

aktivovalo kaspasy [41].

Galektin-3 je exprimovan mnoha druhy buné¢k, napiiklad epitelidlnimi buiikami
tenkého stfeva, ledvin, plic a brzliku. Také byl nalezen ve fibroblastech, chondrocytech,
osteoblastech, osteoklastech a keratinocytech, ¢i v buiikdch imunitniho systému, jako
naptiklad v neutrofilech, eozinofilech, bazofilech, zirnych bunikach a DC [38]. Exprimuji
ho 1 monocyty a makrofagy, pro které je zaroven chemoatraktantem [38,42]. Galektin-3 je
také exprimovan NK bunkami, které ho mohou sekretovat ve vezikulach spole¢né
s perforinem [43]. Podobn& miize byt také sekretovan v exozomech DC [38]. Casto se také
ve zvySeném mnozstvi nachdzi v nddorovych bunkéch, napiiklad v melanomech,
fibrosarkomech, v buiikdch nadort slinivky bfi$ni, v buiikdch leukemie a nadord prsu.
Naopak buiiky nddorti vaje¢nikli, prostaty a slinnych zlaz mivaji expresi galektinu-3
sniZzenou [44]. V né€kterych bunéénych liniich koreloval metastaticky potencial nadoru

s mnozstvim fosforylovaného galektinu-3 v cytoplazmé [40]. Bylo zjiSténo, ze kromé
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antiapoptotické aktivity stimuluje v endotelidlnich bunikach angiogenezi, ¢imz také mize

podporovat riist nadort [45].

Glukdza

Galaktéza

L ’j \/ /
%

Obrazek 6: Struktura sacharid rozpoznavajici domény galektinu-3

Modrou barvou je oznacena konformace sacharid rozpoznavajici domény galektinu-3
(Gal-3-CRD, z angl. galectin-3 carbohydrate recognition domain) bez vazby na sacharid (PDB
koéd 3ZSM), fialovou barvou je oznacena konformace za pfitomnosti glycerolu (PDB kod 3ZSK)
a zelenou je oznaCena konformace pii vazbé laktosy (PDB kod 37ZSJ), kdy je na obrazku
vyznacena jeji poloha. Zvyraznény jsou také postranni fetézce aminokyselin, které se Ucastni
vazby ligandu. Z obrazku je zfejmé, Ze vazba ligandu zplsobuje konformaéni zménu celé CRD,
ktera je tvofena prevazné B-skladanymi listy a jednim kratkym o-helixem, ktery byl oznacen
cervenou Sipkou. Pismeny N a C je oznacen N-konec a C-konec proteinu. Pfevzato a upraveno z
[46].

Galektin-3 je také zapojen do regulace bunécéného cyklu. Stimuluje produkci
cyklinu Dy [37,47], coz vede k pteklenuti brzkého obdobi faze Gi, kde je vysoké riziko
apoptozy [47]. Dale stimuluje produkci inhibitorti cyklin-dependentnich kinas a snizuje
produkci cyklinu E a cyklinu A [37,47], které jsou zapojeny v pfechodu z G; faze do
S faze [37], ¢imz zpUsobuje zastaveni bunécného cyklu v pozdni Gi fazi [47]. Kromé
ucasti na regulaci bunécného cyklu se ukazalo, ze vyssi koncentrace galektinu-3 mohou

stimulovat buné¢nou proliferaci [48].
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1.2.1.2 GALEKTIN-3 — LIGAND RECEPTORU NKP30
Galektin-3 je jednim z ligandl receptoru NKp30. Vazba sekretovaného galektinu-3

na extracelularni doménu NKp30 zpiisobuje jeho inhibici, ¢imZ snizuje cytotoxické
schopnosti NK bun¢k [27]. Krom¢ inhibice receptoru NKp30, inhibuje také vazbu
receptoru NKG2D na jeho ligand MHC glykoprotein 1. tiidy — sekvenci souvisejici
s polypeptidem A (MICA, zangl. MHC class I. polypeptide-related sequence A).
Galektin-3 se na MICA vaze na vazebné misto receptoru NKG2D, ¢imz snizuje jeho
afinitu k vazb& na MICA a tim snizuje cytotoxickou aktivitu NK bun¢k vici cilovym

bunikam s inhibovanymi MICA [49].

Byla provedena studie, kde byly imunodeficientni mysSi ockovany variantami
nadorovych bunék Henrietty Lacksové (HeLa), které ptirozené galektin-3 exprimuji.
Variantami HeLa bunégk, kterymi byly mysi ockovany, byly buiiky s pfirozenou expresi
galektinu-3, s potlacenou expresi galektinu-3 a se zvySenou expresi galektinu-3. Po péti
dnech byly do vzniklych nddort vstiiknuty geneticky upravené NK buiky, které
neexprimovaly receptor NKG2D, aby byly potlaeny vlivy inhibice MICA. Vysledkem
bylo zna¢né snizeni rychlosti riistu nadorti v piipadé Hela bunék se snizenou expresi
galektinu-3. Naopak galektin-3 nadort tvofenych HeLa bunikami s pfirozenou a se
zvySenou expresi galektinu-3 NK bunky kompletné inhiboval, tim padem nadory rostly
rychleji. Galektin-3 je tedy vyznamnym regulatorem imunitni odpovédi NK bunék v boji

proti nadordm [27].
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2 CILE PRACE
e Piiprava plazmidu nesouciho gen pro Gal-3-CRD a nasledna exprese Gal-3-CRD
v bakteriich E. coli T7.

e Exprese variant receptoru NKp30 v lidskych bunécnych liniich HEK293S GnTIT
a HEK293T.

e Ov¢éteni vazby Gal-3-CRD na varianty receptoru NKp30 v zavislosti na druhu, ¢i
pritomnosti jejich N-glykosylace pomoci analytické GPC.

e Ovéteni vlivu Gal-3-CRD na oligomerni frakci NKp30.
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3 MATERIAL

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

Analytické vahy AND, USA
Automatické pipety Discovery HTL, Polsko
Automatické pipety Pipetman Gilson, USA

Automaticky pipetovaci nastavec Pipetus Hirschmann, Némecko
Amersham Biosciences, UK
VLM, Némecko

Beckman Coulter, USA

Automaticky sbérac frakci
Blokovy termostat LS1
Centrifuga Allegra X-22R

Centrifugaéni kyvety 85 ml

Centrifugacni kyvety 250 ml PPCO
Centrifugacni zkumavky Oak Ridge 50 ml
Centrifuga EBA 12R

Centrifuga Universal 320R

Dialyzacni kazeta Slide-A-Lyzer G2 - MWCO 10000
Erlenmayerovy banky 21

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm
Hemocytometr

HPLC systém AKTA basic

Inkubétor CO> MCO-18 AIC

Inkubéator IB-01E

Kahan Fuego SCS

Kolona GSTrapFF 5 ml

Kolona HiTrap Talon Crude 5 ml

Kolona HiPrep 26/10 Desalting

Kolona Laktosovo-Sepharosova

Kolona Superdex 75 Increase 10/300 GL
Kolona Superdex 200 10/300 GL

Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL
Koncentratory Amicon Ultra — MWCO 10000
Konické zkumavky 50 ml 15 ml

Lahve 11, 500 ml, 100 ml
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Nalgene, USA
Nalgene, USA
Sigma-Aldrich, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko
Thermo Fisher, USA
Simax, CSR

TPP, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
GE Healthcare, USA
Sanyo, Japonsko
JeioTech, Korea
VERKON, CR
Cytiva, USA

GE Healthcare, USA
Sigma-Aldrich, USA

Galab Technologies,
Némecko

Cytiva, USA

GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Millipore, USA
VWR, USA

P-LAB, CR



Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky 11
Laminarni box Clean Air

Mikrocentrifuga miniStar silverline
Mikroskop inverzni AE31

Mikrosttikacka HAMILTON
Mikrozkumavky 1,5 ml

Mikrozkumavky pro PCR 500 pl

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
NucleoBond Xtra Maxi

Petriho misky

pH metr ® 200

Plastik pro tkanové kultury

Piedvazky KB1200-2

Souprava pro agarosovou elektroforézu Liberty 120
Souprava pro izolaci DNA NucleoSpin Plasmid,

Souprava pro izolaci DNA NucleoSpin Plasmid, mini kit

Souprava pro izolaci DNA NucleoSpin Gel and PCR,
Souprava pro klonovani Ligation-Free Cloning Kit
Souprava pro SDS-PAGE

Spektrofotometr DS-11+

Spektrofotometr Cary 60 UV-Vis

Stiikackovy mikrofiltr o velikosti port 0,22 pm
Termocykler T100

Transiluminator Dark Reader

Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Pro

Ttepacka Mini Shaking Incubator
Ttepacka Orbi-Safe TS
Ultrazvukova sonda Sonopuls
Vafi¢

Vodni lazen
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P-LAB, CR

PMYV, Nizozemsko

VWR, USA

Motic, Némecko

Hamilton, USA

Corning Incorporated, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sanyo, Japonsko

MACHEREY-NAGEL,
Némecko

Corning, Némecko
Beckman Coulter, USA
Sigma-Aldrich, USA
Kern, Némecko
Biokeystone, USA
MACHEREY-NAGEL,

MACHEREY-NAGEL,
Némecko

MACHEREY-NAGEL,
ABM, Kanada

Bio-Rad, Némecko
DeNovix, USA

Agilent Technologies, USA
Carl Roth, Némecko
Bio-Rad, Némecko

Clare Chemical Research,
USA

Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
MIULAB, Cina
Gallenkamp, UK
Bandelin, Némecko
ETA, CR

Memmert, Némecko



Vortexovy mixér
Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC250-90

Zobrazovaci zatizeni Alliance Q9
3.2 ENzYmy

EndoF1-GST fazni endoglykosidasa
Q5 DNA polymerasa

Restrikéni endonukleasa Ncol-HF
Restrikéni endonukleasa Pmel
RNAsa A

3.3 PUFRY PRO ENZYMY

CutSmart buffer pro restrikéni endonukleasy

QS5 reaction buffer

3.4 BUNECNE LINIE A BAKTERIALNI KMENY

E. coli DHS5a

E. coli T7

E. coli TOP 10
HEK?293S GnTI"
HEK293T

3.5 DNA

3.5.1 VEKTORY
pOPINE

pOPINE Gal-3-WT
pTWS5-aFGF, pTW5-p27
pTWS5sec NKp30 Stalk
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VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

E-C Apparatus Corporation,
UK

UVITEC, UK

Mgr. Ondiej Skotepa, PfF UK, CR
New England Biolabs, USA

New England Biolabs, USA

New England Biolabs, USA
Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Invitrogen, USA

New England Biolabs, USA
Thermo Fisher, USA
ATCC, USA

A. Radu Aricescu, UK

OPPF, UK
Mgr. Ondiej Skofepa, PiF UK, CR
E. Polachova, PiF UK, CR

Mgr. Ondfej Skofepa, PfF UK, CR



3.5.2 OLIGONUKLEOTIDY PRO PCR A SEKVENACI

Ptimy primer pOPINE Gal-3-CRD_FW
5’- AGGAGATATACCATGCCGCTGATTGTTCCGTATAATCTG -3’

Reverzni primer pOPINE Gal-3-CRD REV
5’- GTGATGGTGATGTTTTTAGATCATGGTATAGCTTGCG -3’

Ptimy sekvenacni primer opinEF _FW
5’- GGACCGAAATTAATACGACTC -3’

Reverzni sekvenac¢ni primer pTT REV
5’- TATGTCCTTCCGAGTGAGAG -3°

3.6 KULTIVACNI MEDIA

ExCell293 Komer¢né dostupné médium (Sigma, USA), pied pouzitim
doplnén L-glutamin do 4mM koncentrace

LB + ampicilin LB médium + ampicilin o koncentraci 100 pg/ml

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

SOB médium 2% trypton, 0,5% kvasnicny extrakt, 1I0mM NaCl, 2,5mM KClI,
10mM MgSO4, 10mM MgCl, pH 7,0

SOB + ampicilin SOB médium + ampicilin o koncentraci 100 pg/ml

3.7 ROZTOKY

3.7.1 RozTOKY PRO SDS-PAGE A AGAROSOVOU ELEKTROFOREZU

Barvici roztok pro SDS-PAGE
45% methanol, 10% kyselina octova, 0,25% CBB R 250

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE 10x konc.
0,25M Tris, 1,9M glycin, 1% (w/v) SDS, pH 8,3

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE
35% ethanol, 10% kyselina octova

Pufr TAE pro agarosovou elektroforézu
40mM Tris, 20mM kyselina octova, ImM EDTA

Roztok AA pro SDS-PAGE
29% AA, 1% N,N'-methylenbisakrylamid

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu
Gel loading dye, Purple (6x) New England Biolabs, USA

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. neredukujici
31,5mM Tris, 10% (v/v) glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova
modf, 10mM NaN3, pH 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. redukujici
Vznikl ptidanim 100 pl 2-merkaptoethanolu k 900 pl 5% konc. neredukujiciho
vzorkového pufru pro SDS-PAGE -
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3.7.2 ROZTOKY PRO PURIFIKACI A MANIPULACI S PROTEINY

Dialyzacni roztok

Elu¢ni pufr pro
Laktosovo-Sepharosovou kolonu
Elu¢ni pufr pro Talon

Mobilni faze pro GPC (HEPES)

Octanovy pufr

10mM HEPES,
pH 7,5

10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaN3,
200mM laktosa, pH 7,5

50mM Na;HPOj4, 300mM NaCl, 10mM NaN3s,
250 mM imidazol, pH 7,5

10mM HEPES, 150mM NaCl,
pH 7,5

20 mM octan sodny, 150 mM NaCl, 10 mM NaN3,
pH 4

150mM NaCl, 10mM NaNs,

10mM NaNs,

3.7.3 ROzZTOKY PRO MANIPULACI S BUNKAMI

PBS
PBS-TK

50mM Na;HPOj4, 300mM NaCl, 10mM NaN3, pH = 7,0
10mM  Na;HPOys,

150mM  NaCl, 2mM KCI,

10mM KH2P04, pH 7,0

Roztok trypanové modii

TES

3.8 CHEMIKALIE

1 kb DNA standard

100 bp DNA standard
2-merkaptoethanol

AA

Agar

Agarosa

Ampicilin

APS

Azid sodny

Bromfenolova modf

CBB R-250

Combi PPP Master Mix
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
DMSO

dNTP

0,4% trypanova modf v PBS-TK

10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, ImM NaN3,
pH 8,0

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Oxoid, Anglie
Sigma-Aldrich, USA
Biotika, SR

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Fluka Chemika, Svycarsko
Top-Bio, CR

Lach-Ner, CR

Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR
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Doxycyklin

EDTA

Ethanol

Ethanol denaturovany
Fenylmethylsulfonylfluorid
Glycerol

Good View II

HEPES
Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid hotfec¢naty

Chlorid sodny

Imidazol

IPTG

Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt
Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Kyselina valproova
L-glutamin

L-glycin

Laktosa

Leupeptin

IPEI 25 kDa

Methanol
N,N'-methylenbisakrylamid
Octan sodny

PCR voda

Pepstatin

Proteinovy standard Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder

Q5 enhancer

SDS
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Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
SERVA, Némecko
Lach-Ner, CR

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

Penta, CR

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

Carl Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Imuna Pharm, SR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR

P-lab, CR
Sigma-Aldrich, USA
Polysciences, USA
P-lab, CR

Serva, USA
Sigma-Aldrich, CR
Top-Bio, CR
Thermo Fisher, USA
Thermo Fisher, USA

New England Biolabs, USA
Jersey Lab Supply, USA



Siran hotecnaty
TEMED

Tris

Trypanovéa modf

Trypton
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Penta, CR

Serva, USA

Carl Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Duchefa, Nizozemsko



4 METODY

4.1 PRIPRAVA EXPRESNIHO VEKTORU S GENEM PRO GAL-3-CRD

4.1.1 PCR — AMPLIFIKACE USEKU DNA

Do mikrozkumavky pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR, z angl. polymerase
chain reaction) byl piipraven roztok pro PCR smichanim 10 pl reakéniho pufru a 10 pl
Q5 enhanceru s 5 pl ptfimého primeru pOPINE Gal-3-CRD_FW, o koncentraci SuM,
Sul reverzniho primeru pOPINE Gal-3-CRD REV o koncentraci SuM, 100 ng
templatové deoxyribonukleové kyseliny (DNA, z angl. deoxyribonucleic acid) a 0,5 pl
smési deoxyribonukleosidtrifostati (dNTP, z angl. deoxyribonucleoside triphosphate) o
koncentraci 10mM. Roztok byl poté doplnén na 49,5 ul PCR vodou, a nakonec bylo
pfidano 0,5 ul Q5 DNA polymerasy o koncentraci 1000 U/ml. Nasledné byla
mikrozkumavka se smési vloZzena do termocykleru, kde byl nastaven teplotni program.
Nejprve byla smés na 5 minut zahtivana pti 95 °C, nasledné prob&hlo 30 cyklt: 30 s pfi
95°C, 30 spii 67 °C, 1 min pii 72 °C. Po ftficeti cyklech byla smés jest¢ 10 min
inkubovana pii 72 °C a nésledné byla az do vyjmuti z termocykleru udrzovana teplota

4 °C. Pouzité podrobnosti o pouzitych primerech a templatu byly uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Pouzité primery a templiat pro PCR. Gal-3-WT zna¢i nativni galektin-3
(Gal-3-WT, z angl. galectin-3 wild type)

Primy primer Reverzni primer Templatova DNA | Produkt

pOPINE_Gal-3-CRD FW | pOPINE_Gal-3-CRD_REV pOPINE_Gal-3-WT | Gal-3-CRD

4.1.2 AGAROSOVA ELEKTROFOREZA

4.1.2.1 PRIPRAVA AGAROSOVEHO GELU
Byl ptipravovéan 0,8% (w/v) agarosovy gel v mensi a vEétsi varianté. Pro mensi

variantu bylo pfidano 0,56 g agarosy k 70 ml TAE pufru. V druhém piipad€ bylo pfidano
0,76 g agarosy k 95 ml TAE pufru. Nasledné byla suspenze zahtivana v mikrovinné
troubg, dokud nedoslo k Gplnému rozpusténi agarosy. Po vychladnuti pfiblizné na 50 °C
bylo do roztoku pfidano interkala¢ni barvivo Good View II (3 pl pro mensi variantu gelu
a 4,4 pl pro vétsi variantu gelu). Poté byl roztok nalit do pfipravené aparatury pro
agarosovou elektroforézu a byla do néj vloZzena umélohmotna soucastka (,,hieben*) pro
formovani jamek. Po ztuhnuti gelu byl umélohmotny ,,hieben* vyjmut. Ztuhly agarosovy
gel byl pfelit deionizovanou vodou (dH->0) a do elektrodovych prostorit byl nalit TAE
pufr.
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4.1.2.2 PRIPRAVA VZORKU A PODMINKY ELEKTROFOREZY
K 50 ul vzorku DNA bylo ptfiddno 10 pl vzorkového pufru pro agarosovou

elektroforézu. Nasledné¢ bylo do jednotlivych jamek agarosového gelu pipetovano
maximalné 30 pl vzorku. Do jedné z jamek byl také pipetovan DNA standard, a to bud’
s krat§imi useky DNA v nasobcich 100 part bazi (bp, z angl. base pairs) nebo s delSimi
useky DNA stuseky v nasobcich 1 kilobaze (kb). Poté byly elektrody piipojeny
k stejnosmérnému zdroji napéti, kde bylo nastaveno napéti 180 V a Cas elektroforézy

20 minut. Vysledky byly vizualizovany zobrazovacim zafizenim Alliance Q9.

4.1.3 1zoLACE DNA zZ AGAROSOVEHO GELU POMOCI KOMERCNI SOUPRAVY

Z gelu byla po vizualizaci vyfiznuta oblast, kde se nachazel kyzeny vzorek.
Vyftiznuty kus gelu byl poté vlozen do mikrozkumavky a pievrstven roztokem ,,NTI
binding buffer ze soupravy NucleoSpin Gel and PCR. Nasledn¢ byla suspenze zahtivana
v blokovém termostatu pii 55 °C, do Gplného rozpusténi agarosového gelu (piiblizné
10 min). Roztok byl poté postupné pipetovan na kolonku, kterd byla vlozena do
mikrozkumavky. Cely komplet byl poté odstied’ovan pii 11000 x g, 20 °C, po dobu
I min, nebo dokud nedoslo ke kompletnimu pievedeni roztoku zkolonky do
mikrozkumavky, ze které byl poté vylit. Na kolonku bylo poté naneseno 700 pl
promyvaciho pufru a nasledné¢ byl cely komplet opét 1 min centrifugovan pii 11000 x g
a 20 °C, do uplného ptevedeni roztoku z kolonky do mikrozkumavky. Promyti bylo
provedeno dvakrat. Nasledné byl komplet jesté 2 min centrifugovan pro vysuseni kolonky
pti 11000 x g a teploté 20 °C. Poté bylo do kolonky naneseno 40 ul pufru TAE, ktery
slouzil jako elu¢ni ¢inidlo. Nasledné byla kolonka vloZena do Cisté mikrozkumavky a

cely komplet byl centrifugovan pii 11000 x g a 20 °C, béhem ¢ehoz doslo k eluci DNA.

4.1.4 STEPENi PLAZMIDU RESTRIKCNiIMI ENDONUKLEASAMI

Plazmid pOPINE byl §tépen restrikénimi endonukleasami Ncol s vysokou pfesnosti
(Ncol-HF, z angle Ncol — high fidelity) a Pmel po dobu 72 hodin pii 37 °C v inkubatoru
IR 1500. Reakéni roztok pro Stépeni plazmidu byl pfipraven v mikrozkumavce
smichanim 5 pg plazmidu pOPINE, 2 ul komeréniho pufru CutSmart, 5 U (0,5 ul)
enzymu Ncol-HF, 5 U (0,5 ul) enzymu Pmel a sterilni dH2O, kterou byl roztok doplnén
do 20 pul. Roztok byl po St€peni analyzovan agarosovou elektroforézou (4.1.2)

nasledovanou izolaci DNA z agarosového gelu (4.1.3).
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4.1.5 TRANSFORMACE PLAZMIDU DO KOMPETENTNICH BUNEK BEZ LIGACE
4.1.5.1 PRIPRAVA SMESI PRO TRANSFORMACI KOMPETENTNICH BUNEK BEZ LIGACE

V mikrozkumavce byly smichany roztoky DNA o celkovém mnozstvi 102 ng
Stépeného plazmidu pOPINE (4.1.4) s27 ng amplifikovaného tseku DNA pro
Gal-3-CRD (4.1.1). Tato smés byla doplnéna na 16 ul PCR vodou a byly ptfidany 4 ul
komer¢niho roztoku Ligation-Free Cloning Kit. Vznikly roztok pro klonovani bez ligace

(LFC, z angl. ligation-free cloning) byl poté vlozen na 40 min do ledové lazné¢.

4.1.5.2 TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BUNEK BEZ LIGACE
Mikrozkumavka s kompetentnimi bakteriemi £. Coli TOP 10, které byly piipraveny

Mgr. Ondfejem Skotfepou, byla vyjmuta z chladicitho boxu Ultra-low UDF-U53V a
bakterie byly rozmrazeny v ledové 14zni o teploté 0 °C. Poté bylo 60 pl bunééné suspenze
pipetovano do pripravené smési pro LFC (4.2.1). Suspenze byla na ledu inkubovana
20 min. Nasledn¢ byla suspenze pod kahanem pipetovana na Petriho misku s agarovou
plotnou ptipravenou ze SOB kultiva¢niho média (SOB, z angl. super optimal broth), ktera
obsahovala ptidavek ampicilinu s vyslednou koncentraci 100 pg/ml a agar o koncentraci
15 g/l. Na agarové plotn¢ byla suspenze rozetfena bakteriologickou klickou a nasledné
byla Petriho miska pfesunuta do inkubatoru IR 1500, kde byla inkubovana pii 37 °C po
dobu 16 hodin.

4.1.6 PCR z BAKTERIALNICH KOLONIi

Na agarové plotné s ampicilinem byly oznaceny a ocislovany vybrané bakterialni
kolonie (4.1.5.2), ze kterych byly odebrany vzorky Spickami. Do mikrozkumavek pro
PCR byly pfipraveny roztoky o celkovém objemu 20 pl, sloZzené z 10 pl komeréniho
roztoku Combi PPP Master Mix, 2 pl pfimého primeru pOPINE Gal-3-CRD_FW, o 5uM
koncentraci, 2 pl reverzniho primeru pOPINE Gal-3-CRD_REV, o 5uM koncentraci a
6 ul PCR vody. Spi¢ky s odebranymi vzorky byly promyty roztokem v jednotlivych
mikrozkumavkach a poté byly ulozeny pro nasledné pouZziti pti nizkoobjemové kultivaci
bakterii (4.1.7.1). Smési v PCR mikrozkumavkach byly vloZeny do termocykleru. Dle
nastavené¢ho teplotniho programu byla nejprve smés na 5 min zahfivana pii 95 °C,
nasledné probéhlo 20 cykli: 30 s pti 95 °C, 30 s pti 67 °C, 1 min pii 72°C. Po 20 cyklech
byla smés jesSt€ 10 min inkubovéna pifi 72 °C a néasledné¢ byla aZz do vyjmuti
z termocykleru udrZzovana teplota 4 °C. Poté byla provedena agarosové elektroforéza

(4.1.2), z jejichz vysledki byly ur€eny pozitivni kolonie.
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4.1.7 NizKOOBJEMOVA EXTRAKCE PLAZMIDU POMOCiI KOMERCNI SOUPRAVY
4.1.7.1 NizKOOBJEMOVA KULTIVACE BAKTERIi

Do 50 ml koénické zkumavky bylo pipetovano 5 ml SOB média s ptidavkem
ampicilinu o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Nésledn¢ byla také vlozena uschovana
Spicka s pozitivni kolonii E. coli TOP 10 (4.1.6) a zkumavka byla umisténa do tfepacky,
kde byla inkubovéana pii 37 °C a 200 otackach za minutu (RPM, z angl. revolutions
per minute) po dobu 16 hodin.

4.1.7.2 NizKOOBJEMOVA EXTRAKCE PLAZMIDU POMOCi KOMERCNI SOUPRAVY
Konickéa zkumavka s bakteriemi (4.1.7.1) byla 15 min centrifugovéna pii 3900 x g

a 20 °C, nacez byl odlit supernatant. K bakteridlni pelet¢ byly pfidavany roztoky
z komer¢ni soupravy NucleoSpin Plasmid, Mini kit. Nejprve bylo pfidano 250 pl pufru
»AL1“, ve kterém byla peleta resuspendovana. Suspenze byla nasledné pipetovana do
mikrozkumavky, kde bylo k suspenzi pfiddno 250 pl pufru ,,A2* pro alkalickou lyzi
bun¢k s pridanym acidobazickym indikatorem s modrym zbarvenim v alkalickém
prostfedi. Mikrozkumavka byla rukou nékolikrat jemné protiepdna, pro lepsi promichéni
suspenze a nechana 5 min odstat. Suspenze byla neutralizovana pfidanim 300 pl pufru
»A3%, nacez bylo s mikrozkumavkou rukou jemné tfepano do uplného odbarveni
suspenze. Nasledné byla mikrozkumavka 5 min centrifugovana pti 11000 — 30000 x g a
20 °C. Po centrifugaci byl supernatant pipetovan na kolonku, ktera byla soucasti
soupravy. Kolonka byla vlozena do mikrozkumavky a cely komplet byl 1 min
centrifugovan pii 11000 x g a 20 °C. Roztok, ktery v disledku centrifugace protekl do
mikrozkumavky pod kolonku byl vylit. Kolonka byla néasledné promyta 500 ul pufru
LAW“ a 500 pul pufru ,,A4“. Po jednotlivych promytich byl opét cely komplet
centrifugovdn po dobu 1 min pfi 11000 x g a 20 °C. Poté byla kolonka suSena
centrifugaci pti 11000 x g po dobu 2 min pii 20 °C. Mikrozkumavka pod kolonkou byla
vymeénéna za Cistou a nasledn€ byla DNA eluovana 50 pl sterilni dH>O (sterilizované
stiikackovym mikrofiltrem) pfedehiaté na blokovém termostatu na 70 °C. Centrifugaci

za teploty 20 °C pti 11000 x g po dobu 1 min doslo k eluci DNA do mikrozkumavky.

4.1.8 SEKVENACE DNA

4.1.8.1 PRIPRAVA VZORKU PRO SEKVENACI DNA
Pro sekvenaci jednoho useku DNA byl do dvou mikrozkumavek pro PCR pipetovan

objem roztoku DNA, aby mnozstvi DNA odpovidalo 200 ng. Do jedné mikrozkumavky
byl pfidan 1 pl pfimého sekvenacniho primeru opinEF_FW, a do druhé zkumavky 1 pl
reverzniho sekvenac¢niho primeru pTT REV. Ob¢ mikrozkumavky byly doplnény PCR

vodou na celkovy objem 8 pl.
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4.1.8.2 SEKVENACE DNA
Sekvenace izolované DNA (4.1.7.2) byla provedena v Laboratofi sekvenace DNA

PiF UK, pani RNDr. Stépankou Hrdou. Na zakladé vysledki sekvenace byly vybrany

vzorky, které neobsahovaly zadné mutace v nukleotidové sekvenci DNA.

4.1.9 VYSOKOOBJEMOVA EXTRAKCE PLAZMIDU POMOCI KOMERCNI SOUPRAVY
4.1.9.1 TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BUNEK

Mikrozkumavka s kompetentnimi bakteriemi E. coli DH5a, které byly pifipraveny
Mgr. Ondfejem Skotfepou, byla vyjmuta z chladicitho boxu Ultra-low UDF-U53V a
bakterie byly rozmrazeny v ledové lazni. Nasledné bylo 50 pul bunécné suspenze
pipetovano do mikrozkumavky, kam byl poté pipetovan 1 pg dané¢ho plazmidu. Vznikla
smés byla na ledu inkubovana 20 min. Poté byla suspenze pod kahanem pipetovana na
Petriho misku s agarovou plotnou pfipravenou z kultivaéniho média LB (LB, z angl.
lysogeny broth) a s ptidavkem ampicilinu s vyslednou koncentraci 100 pg/ml. Na agarové
plotné byla suspenze rozetiena bakteriologickou kli¢kou a nasledné byla Petriho miska

pfesunuta do inkubatoru IR 1500, kde byla inkubovana pti 37 °C po dobu 16 hodin.

4.1.9.2 VYSOKOOBJEMOVA KULTIVACE BAKTERII
Z Petriho misky s agarovou plotnou byla vybrana bakteridlni kolonie (4.1.9.1), ze

které byl Spickou odebran vzorek, ktery byl nésledné 1 se Spickou vlozen do 21
Erlenmayerovy baiiky s 500 ml LB média s pfidavkem ampicilinu o vysledné koncentraci
100 pg/ml. Erlenmayerova banika byla nésledné inkubovana pii 37 °C na tfepacce pii
180 RPM po dobu 16 hodin.

4.1.9.3 VYSOKOOBJEMOVA EXTRAKCE PLAZMIDU POMOCI KOMERCNI SOUPRAVY
Buné¢éna suspenze (4.1.9.2) byla rovnomérné nalita do dvou 250 ml centrifugacnich

kyvet, ve kterych byla nasledné centrifugovana pii 3900 x g po dobu 30 min, za teploty
20 °C. Poté byl odlit supernatant a jednotlivé pelety byly resuspendovéany, kazda
v 22,5 ml TES pufru, na vortexovém mixéru. Poté byly ob¢ suspenze pielity do jedné
50 ml konické zkumavky, kterd byla nasledné centrifugovdna pii 3900 x g po dobu
15 min za teploty 20 °C. Poté byl odlit supernatant a k bakteriim byly pfidavany roztoky
z komer¢ni soupravy NucleoBond Xtra Maxi. Peleta byla nejprve resuspendovana na
vortexovém mixéru v 12 ml roztoku ,,RES buffer s ptidavkem RNAsy A o vysledné
koncentraci 60 ug/ml. Poté bylo k suspenzi ptidano 12 ml roztoku k alkalické 1yzi bun¢k
s pfidanym acidobazickym indikatorem s modrym zbarvenim v alkalické oblasti pH.
Zkumavka byla rukou nékolikrat jemné protfepana, pro lepsi promichani suspenze a
nechana 5 min odstat. Smés byla poté neutralizovana pfidavkem 12 ml neutraliza¢niho
pufru, kdy bylo se zkumavkou rukou jemné tiepano az do tplného odbarveni suspenze.

Poté bylo na kolonu s vloZzenym papirovym filtrem, jez byla soucasti soupravy,
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pipetovano 25 ml ekvilibra¢niho pufru, nacez bylo vyckano do odkapani tohoto roztoku
z kolony. Po odkapani roztoku z kolony byl na filtr v kolon¢€ nalit bunécny lyzat, kdy byla
nerozpustna slozka suspenze zachycena filtrem, a opét bylo vyckéano do odkapani kolony.
Retenat byl nasledné promyt 15 ml ekvilibra¢niho pufru a po odkapani kolony byl filtr
vyhozen. Na kolonu bylo poté pipetovano 25 ml promyvaciho pufru a po odkapani byla
DNA eluovana 15 ml elu¢niho pufru do centrifugacni zkumavky Oak Ridge. K roztoku
DNA bylo nasledné piidano 10,5 ml izopropanolu zchlazeného na teplotu —20 °C, nacez
byl roztok tiepan na vortexovém mixéru. Vznikla suspenze byla 3 hodiny centrifugovana
pti 20000 x g pfi teploté 1 °C. Po centrifugaci byla peleta DNA, po odliti supernatantu,
resuspendovana v 4 ml 70% ethanolu zchlazené¢ho na —20 °C, nacez byla suspenze opct
centrifugovana pii teploté 1 °C a pietizeni 20000 % g po dobu 15 min. Po centrifugaci byl
odlit supernatant a bylo vyckano do uplného odpateni zbylého ethanolu, nacez byla peleta

DNA rozpusténa v 1 ml sterilni dH20.

4.1.10 MERENi KONCENTRACE DNA
Koncentrace DNA byla méfena na spektrofotometru DS-11+ pfi vinové délce
260 nm. Jako slepy vzorek bylo pouZito rozpoustédlo, ve které¢ byl méteny vzorek DNA

rozpustén.

4.2 REKOMBINANTNI EXPRESE A PURIFIKACE GAL-3-CRD

4.2.1 TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BAKTERIi A PRODUKCE GAL-3-CRD

Nejprve byl kmen T7 kompetentnich bakterii E. coli, pfipravenych Mgr. Ondiejem
Skotfepou, vyjmut z chladiciho boxu Ultra-low UDF-U53V. Poté byly transformovany
plazmidem pOPINE s genem pro Gal-3-CRD (pOPINE_Gal-3-CRD) (4.1) s postupem
analogickym v pododdilu 4.1.9.1. Poté byla provedena nizkoobjemova kultivace
T7 E. coli bakterii v LB médiu (4.1.7.1), nasledovand nalitim 5 ml vznikl¢ bunécné
suspenze do 500 ml LB média s ampicilinem s vyslednou koncentraci 100 pg/ml v 21
Erlenmayerové baiice. Bakterie byly inkubovéany pii 37 °C na tfepacce pii 200 RPM a
prubézné byla métena opticka denzita pti 500 nm (ODsg), dokud nedoséhla hodnoty mezi
0,4 a 0,6. Méteni ODsoo bylo provadéno na spektrofotometru Cary 60 UV-Vis. Po
dosazeni pozadované ODsoo byla produkce Gal-3-CRD indukovéna piidanim
isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidu (/PTG) do vysledné ImM koncentrace, nacez
byla buné¢na suspenze inkubovéana 4 hodiny za vySe uvedenych podminek. Nésledné
bylo kultiva¢ni médium s bakteriemi rovnomérné nalito do dvou 250ml centrifugacnich
kyvet, kde bylo odstied’ovano po dobu 30 min pii 3900 x g a 20 °C. Supernatant byl odlit

a bakterialni pelety byly jednotlivé resuspendovany v 15 ml TES pufru na vortexovém
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mixéru. Nasledné byly ob¢ suspenze nality do jedné 50ml konické zkumavky, kterd byla

poté 15 min centrifugovana pii 3900 x g a 20 °C, nacez byl odlit supernatant.

4.2.2 PURIFIKACE GAL-3-CRD NA LAKTOSOVO-SEPHAROSOVOE KOLONE

K bakterialni peleté¢ (4.2.1) bylo ptidano 40 ml HEPES pufru, ve kterém byly
bakterie resuspendovany. Dale bylo ptfiddno 400 pl fenylmethylsulfonylfluoridu o
100mM koncentraci, 40 pl leupeptinu o koncentraci 1 pg/ml, 40 ul pepstatinu o
koncentraci 1 pg/ml, 40 ul RNAsy o koncentraci 1 pg/ml a 2 pl chloridu hofe¢natého o
koncentraci 100mM. Nasledné byly bakterie sonikovany 3 X po dobu 30 sekund
ultrazvukovou sondou pii vykonu 20 W. Kazda sonikace byla nasledovana 60 sekundami
chlazeni na ledové lazni. Po sonikaci byla konicka zkumavka s bunécnym lyzatem
centrifugovana pii 3900 x g po dobu 20 min, za teploty 20 °C, nacez byl odlit supernatant
do sterilni lahve, kde byl nafedén pfilitim 100 ml pufru HEPES. Peleta byla vyhozena.
Ztedény supernatant byl poté zfiltrovan do €isté lahve ptes filtr o velikosti port 0,22 um.
Filtrat s proteinem byl uchovan pii -20 °C nebo ihned purifikovan. Purifikace Gal-3-CRD
byla provedena afinitni chromatografii na Laktosovo-Sepharosovoé koloné piipojené
k systému vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, z angl. high performance
liquid chromatography) AKTAbasic. Kolona byla nejdiive ekvilibrovana péti objemy
kolony pufrem HEPES. Nésledn¢ byl na kolonu pumpovan zfedény supernatant
s Gal-3-CRD prttokem 5 ml/min. Zadrzeny protein byl z kolony izokraticky uvolnén
elu¢nim pufrem pro Laktosovo-Sepharosovou kolonu, kdy byl protein jiman do 15ml
konickych zkumavek. Kolona byla poté promyta 30 ml pufru HEPES a 30 ml 20%

ethanolu.

4.2.3 DiALYzA GAL-3-CRD

Pro dialyzu byla pouZzivéna dialyzacni kazeta, kam byl pipetovan roztok
Gal-3-CRD, ktery byl natedén HEPES pufrem na celkovy objem 10 ml. Dialyzaéni
kazeta byla poté vlozena do kadinky s 1,5 | HEPES pufru, proti kterému byl roztok
Gal-3-CRD dialyzovan po dobu 90 minut, za stdlého michani magnetickym michadlem.
Nasledné byl dialyzaéni roztok vymeénén a dialyza byla provedena znovu. Nakonec byla
dialyzacni kazeta presunuta do kadinky s 2 1 HEPES pufru, kde byl protein dialyzovan za

teploty 4 °C, za stalého michani magnetickym michadlem po dobu 12 hodin.
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4.3 REKOMBINANTNI EXPRESE PROTEINU V SAVCICH BUNECNYCH LINIICH
HEK293S GNTI- A HEK293T
Ligand vazajici doména receptoru NKp30 (NKp30-LBD) a receptor NKp30

se ,,stalk” doménou (NKp30-Stalk) byly produkovany ve dvou variantach. Prvni varianta
byla exprimovana v suspenzni lidské embryonalni ledvinné linii 293, bez aktivity
N-acetyl-glukosaminyltransferasy 1 (HEK293S GnTI, z angl. human embryonic kidney
293 suspension culture, N-acetyl-glucosaminyltransferase [I). Tato bunétna linie
poskytovala uniformni N-glykosylaci manosového typu LBD receptoru NKp30 (LBD S)
a NKp30 se ,,stalk doménou (NKp30 Stalk S). Druhé varianta byla exprimovana v lidské
embryonalni ledvinné linii 293, exprimujici mutovanou variantu velkého T antigenu
SV40 (HEK293T, z angl. human embryonic kidney 293, expressing a mutant version of
the SV40 large T antigen), ktera byla ovSem také ptizptisobena pro suspenzni kultivaci.
Exprese v této bunécné linii poskytovala komplexni ptfirozenou N-glykosylaci LBD
receptoru NKp30 (LBD T) a NKp30 se ,,stalk* doménou (NKp30 Stalk T).

4.3.1 URCOVANI KONCENTRACE BUNEK

Vzorek bunécné suspenze o objemu 20 pl byl pipetovan do mikrozkumavky, kde
byl nafedén 2x az 9% roztokem trypanové modii. Nasledné byla obarvena suspenze
pipetovana do hemocytometru, ktery byl umistén pod mikroskop, nacez bylo spocitano
mnozstvi zivych bunék. Celkové mnozstvi bun¢k bylo pak ziskdno vynasobenim
spocitaného mnozstvi bun€k fedicim a objemovym faktorem, ¢cimz bylo ziskdno mnozstvi
bunck v 1 ml kultivaéniho média. Viabilita bun¢k byla ur¢ovana jako stonasobek poméru

zivych bunék a celkového mnozstvi bunék.

4.3.2 REKOMBINANTNI EXPRESE NKP30-LBD STABILNE TRANSFEKOVANYMI
BUNECNYMI LINIEMI HEK293S GNTI- A HEK293T

N-glykosyla¢ni varianty NKp30-LBD byly produkovany stabilné transfekovanymi
lidskymi bunéénymi liniemi HEK293S GnTI" a HEK293T (4.3). Tyto linie vyuZzivajici
systém piggyBac byly pfipraveny Mgr. Ondfejem Skofepou [50,51]. Exprimované
proteiny byly sekretovany do kultivaéniho média. Pro produkci obou N-glykosyla¢nich
variant byl pouZit analogicky postup. Buniky byly kultivovany v ¢tverhrannych lahvich
s prodySnymi vicky v 400 ml média ExCell293, do né&jZz byl piidan L-glutamin
s vyslednou 4mM koncentraci. Kultivace bun¢k probihala na tfepacce v 5% atmosfére
CO», pii teploté 37 °C a 135 RPM, do vysledné koncentrace 2 x 10 bunék/ml (4.3.1). Po
dosazeni této koncentrace byla exprese v obou piipadech indukovéna ptidavkem

doxycyklinu do vysledné koncentrace 1 pg/ml. Produkce probihala 5 dni.
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4.3.3 REKOMBINANTNi EXPRESE NKP30-STALK BUNECNYMI LINIEMI HEK293S GNTI-
A HEK293T METODOU VYSOKOHUSTOTNI TRANZIENTNI TRANSFEKCE

N-Glykosylacni varianty NKp30-Stalk byly produkovany bunéénymi liniemi
HEK293S GnTI" a HEK293T (4.3) metodou vysokohustotni tranzientni transfekce.
Bunécné suspenze obou bunécnych linii byly pfipraveny v objemu 300 ml
Mgr. Barborou Kalouskovou. Bunééné linie byly kultivovany v médiu ExCell293. V
piipadé linie HEK293T kultivace probihala do koncentrace 5 x 10° — 10 x 10° bun&k/ml
a ptipadé linie HEK293S GnTI" do koncentrace 5 x 10° bun&k/ml (4.3.1). Nésledné byly
buniky v obou ptipadech centrifugovany pii 20 °C po dobu 5 min pii 90 x g, nacez byl
odlit supernatant. Vysokohustotni tranzientni transfekce u obou bunéénych linii byla poté
provadéna resuspendovanim pelety ve 32 ml kultivaéniho média ExCell293, nacez bylo
k suspenzi ptidano 8 ml pufru PBS-TK s rozpusténymi plazmidy. Vysledna koncentrace
bunék dosahovala 20 x 10° bungk/ml. Plazmidy byly v obou piipadech piiddvany
v nésledujicim hmotnostnim procentudlnim zastoupeni: 88 % produkéniho plazmidu
pTW5sec NKp30 Stalk, 2 % pTWS5-aFGF a 10 % pTWS5-p27. Celkova hmotnost
pfidivané DNA C¢inila 800 ng. Poté byl k suspenzi pfidavan linearni polyethylenimin
(IPEI). V ptipadé¢ HEK293T byl IPEI ptidavan v poméru hmotnosti DNA a IPEI 1:4, ve
prospéch IPEI a v ptipadé HEK293S GnTI 1:3, ve prospéch IPEIL Suspenze byla poté
ttepana pti 135 RPM, 37 °C, v 5% atmosféte CO> po dobu 90 min. Poté byla suspenze
doplnéna na celkovy objem 400 ml kultivaénim médiem ExCell293 a byla pifidana
kyselina valproova s vyslednou koncentraci 2 mM, penicilin s vyslednou koncentraci

10 U/ml a streptomycin s vyslednou koncentraci 1 pg/ml. Produkce probihala 5 dni.

4.3.4 SKLIZENi BUNEK

Bunécna suspenze byla prelita do sterilnich 85 ml centrifugacnich kyvet, ve kterych
byla odstfed’ovana po dobu 30 min pii 4 °C a 15000 x g. Supernatant s proteinem byl
poté prefiltrovan do Cisté lahve pies filtr o velikosti pora 0,22 um. Filtrat s proteinem byl

uchovan pfti -20 °C nebo ihned purifikovan.

4.3.5 PURIFIKACE PROTEINU S HISTIDINOVOU KOTVOU

Proteiny zmiflované v oddile 4.3 byly produkovany s histidinovou kotvou na

C-konci proteinu.

4.3.5.1 CHELATACNI CHROMATOGRAFIE
Proteiny s histidinovou kotvou byly purifikovany kolonkou Talon HiTrap 5 ml, za

kterou néasledovala odsolovaci kolona HiPrep 26/10 Desalting. Ob& kolony byly
pripojeny na HPLC systém AKTAbasic. Kolony byly nejprve promyty 250 ml pufru

HEPES, pifi pritoku 5 ml/min. Zfiltrované kultivatni médium s proteinem bylo
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2 x natedéno pufrem HEPES. Nasledn¢ bylo nafedéné médium nanaseno na kolonky
pratokem 5 ml/min, nac¢ez byly kolony promyty pufrem HEPES, do ustaleni absorbance
pfi 280 nm na ptivodni hodnotu. Zachyceny protein byl z kolonky uvolnén izokraticky,
elu¢nim pufrem pro Talon, pficemz byl dany protein jiman do 15ml kénickych zkumavek,
za stalého méteni vodivosti a absorbance pii 280 nm. Kolony byly poté promyty sérii
roztokti, vzdy 70 ml v nasledujicim potadi: octanovy pufr, PBS pufr, deionizovana voda.

Kolonka byla nésledné ptevedena do 20% ethanolu. Kolonka byla uchovavana pfti 4 °C.

4.3.5.2 ZKONCENTROVANIi PROTEINU
Pro zkoncentrovani proteini byl pouzivan koncentrator Amicon Ultra —

MWCO 10000, ktery zachyti proteiny s molekulovou hmotnosti vyssi, nez 10 kDa.
Roztok proteinu byl pipetovan do horni ¢asti koncentratoru, nacez byl n¢kolikandsobné
centrifugovan pii 4 °C, 3900 x g, po dobu 5 minut. Mezi jednotlivymi centrifugacemi byl
vzorek pipetou promichan a dopliovan. Centrifugace byly ukonceny, kdyz se objem
vzorku snizil na pfiblizn€ 300 pl. Nasledné byl vzorek z koncentratoru pipetovan do
mikrozkumavky a koncentrator byl promyt pufrem HEPES, deionizovanou vodou a
nasledné byl uschovan pii 4 °C naplnény pufrem HEPES.
4.3.5.3 PREPARATIVNi GPC

Preparativni gelova permeacni chromatografie (GPC) byla provadéna na kolon¢
Superdex 200 10/300 GL, ktera byla ptipojena k HPLC systému AKTAbasic. Kolona
byla nejprve ekvilibrovana 30 ml mobilni faze, tedy pufrem HEPES, pii prutoku
0,75 ml/min. Nésledné byla pufrem HEPES promyta i nastfikova smycka, a to péti jejimi
objemy. Na kolonu byl nandSen vzorek proteinu o maximalnim objemu 400 pl. Prabéh
chromatografie, kterd byla provadéna izokraticky pfi pratoku 0,75 ml/min, byl sledovan
absorbancnim detektorem, ktery méfil absorbanci pti 280 nm a vodivostnim detektorem.
Jednotlivé frakce byly automatickym sbératem frakci jimany do mikrozkumavek.
Nasledné¢ byla kolona promyta 30 ml pufru HEPES, 30 ml dH>O, 30 ml 0,1M hydroxidu
sodného a nakonec byla pfevedena do 20% ethanolu, v némzZ byla dlouhodobé

uchovavana.

4.4 CHARAKTERIZACE PROTEINU

4.4.1 MERENI KONCENTRACE PROTEINU

Koncentrace proteinti byla méfena na spektrofotometru DS-11+ pti vinové délce
280 nm. Do programu spektrofotometru byl zadan molarni extink¢ni koeficient proteinu
predikovany zjeho aminokyselinové sekvence a jeho relativni molekulovd hmotnost.

Jako slepy vzorek byl pouzit pufr, ve kterém byl dany protein uchovan.
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4.4.2 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis) byla
provadéna za ucelem ovéreni Cistoty finalnich roztoki proteind. Byly pfipravovany dva
12,5% polyakrylamidové gely, pticemz horni byl zaostfovaci a spodni byl rozdélovaci.
Elektroforetickd skla byla umisténa do drzaku pro ptipravu SDS-PAGE. Nejprve byl
pripravovan rozdélovaci gel, a to smichanim 1,265 ml dH>O, 1,675 ml roztoku AA pro
SDS-PAGE, 1 ml 1,5M Tris pH 8,8, 40 ul 10% dodecylsiranu sodného (SDS, z angl.
sodium dodecyl sulfate) a 2 pl tetramethylethylendiaminu (TEMED). Polymerizace byla
nakonec iniciovana pfidanim 40 pl peroxodisiranu amonného (4APS, z angl. ammonium
persulfate). Tekuty roztok byl poté rychle pipetovan mezi elektroforeticka skla, nacez byl

prevrstven vodou.

Poté byl ptipravovan zaostfovaci gel, a to smichanim 0,7 ml dH>O, 0,25 ml roztoku
AA pro SDS-PAGE, 0,125 ml 1M Tris pH 6,8, 10 ul 10% SDS, 1,5 ul TEMED a
polymerizace byla iniciovana piidanim 10 ul APS. Voda nad ztuhlym rozdélovacim
gelem byla odlita a mezi elektroforeticka skla byl pipetovan tekuty roztok zaostfovaciho
gelu, do néjz byl poté vlozen plastovy ,hieben®, ktery tvofil jamky pro vzorek. Po
ztuhnuti byl ,hfeben* vyjmut a elektroforeticka skla byla umisténa do aparatury pro
elektroforézu, ktera byla naplnéna elektrodovym pufrem. Nasledné byl i gel pievrstven

elektrodovym pufrem.

Vzorky proteinti pro SDS-PAGE, 0 maximalnim objemu 10 pl, byly pipetovany do
mikrozkumavek a byly pfipravovany v duplikdtech. Prvni vzorek byl smisen
s 5 x koncentrovanym redukujicim vzorkovym pufrem. Druhy vzorek byl smisen s
5 x koncentrovanym neredukujicim vzorkovym pufrem. Vzorky byly poté na 5 min
umistény do blokového termostatu, kde byly inkubovany pii 95 °C, nacez byly
centrifugovany pii 10000 x g, po dobu 1 min, pfi 20 °C. Nasledn¢ byly pipetovany do
jamek gelu. Do jedné z jamek byl také pipetovan proteinovy standard. Elektroforéza

probihala 45—-60 min, pfi stejnosmérném napéti 200 V.

Po elektroforéze byl gel opatrné vyjmut z elektrodovych skel, naceZ byl presunut
do barviciho roztoku pro SDS-PAGE, kde byl barven minimélné€ 30 min, za michani na
ttepacce pii 60 RPM. Poté byl piesunut do odbarvovaciho roztoku pro SDS-PAGE, kde
byl v minimalné tfech krocich odbarvovan po dobu 45 min, za stdlého michéani na

trepacce pii 60 RPM. Fotografie gelu byla pofizena zobrazovacim zatizenim Alliance Q9.
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4.4.3 DEGLYKOSYLACE PROTEINU

Deglykosylovana byla ¢ast proteind, které byly produkovany v bunécné linii
HEK293S GnTI'. Kazdy z proteinii byl deglykosylovan ve dvou variantich. Prvni
variantou byla deglykosylace pii 4 °C, s pomérem proteinu ku endoglykosidaze 20:1.
Druhou variantou byla deglykosylace pii 37 °C, s pomérem proteinu ku endoglykosidaze
100:1. K deglykosylaci byla pouzivina Endoglykosidasa F1 ve fuzi
s glutathion-S-transferasou (EndoF1-GST), jenz byla rekombinantné piipraven
Mgr. Ondiejem Skotfepou. Glutathion-S-transferasa pfedstavovala afinitni kotvu pro

pozdg&;jsi repurifikaci.

Nejprve byly do mikrozkumavek nafedény vzorky proteini, aby jejich koncentrace
dosahovala maximalné 1 mg/ml. Poté byla k vzorku proteinu pfiddvana endoglykosidaza
ve vySe uvedenych pomérech. Pro ob& uvedené teploty probihala deglykosylace 16 hodin.
Nasledné byl vzorek centrifugovan po dobu 15 minut pii 20 °C a 20000 x g, nacez byl
supernatant pres HPLC systém AKTA basic nastiiknut na pfedem ekvilibrovanou 30 ml
HEPES pufru GSTrapFF 5 ml kolonku, kdy doslo k zachyceni EndoF1-GST, zatimco
deglykosylovany protein zachycen nebyl. Repurifikace probihala pii pratoku 0,5 ml/min,
pfi¢emz byl jako mobilni faze pouzit pufr HEPES. Po celou dobu byla detektorem méiena
absorbance pifi 280 nm. Nasledné byl z kolonky zachyceny EndoF1-GST eluovan 40 ml
10mM roztoku redukovaného glutathionu. Kolonka byla poté promyta 30 ml HEPES

pufru a ptevedena do 20% ethanolu, ve kterém byla uchovavana.

4.4.4 ANALYTICKA GPC

Analytickd GPC byla provadéna analogicky s preparativni GPC (4.3.5.3). Rozdil
byl vSak v druhu pouzité kolony. V ptipadé¢ analytickda GPC byla pouZivana kolona
Superdex 200 Increase 10/300 GL, ¢i Superdex 75 Increase 10/300 GL. DalSim rozdilem
bylo, ze pfi analytické GPC nebyly jiméany zadné frakce.

Pro charakterizaci interakce proteinii pomoci analytické GPC byly vzorky dvou

proteinl pfipravovany v molarnich pomérech 1:1, v maximalnim objemu 300 pl.
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5 VYSLEDKY

5.1 SEKVENCE EXPRIMOVANYCH PROTEINU

5.1.1 SEKVENCE GAL-3-CRD

Prvnim cilem préace bylo pfipravit gen, ktery koduje pouze CRD galektinu-3. Jako
piedloha slouzil plazmid nesouci Gal-3-WT. Gen pro Gal-3-CRD, ktery byl urcen pro
expresi v E. coli T7, byl amplifikovan pomoci PCR z plazmidu pOPINE Gal-3-WT,
ktery byl pfipraven Mgr. Ondiejem Skofepou a nesl gen pro Gal-3-WT.

Aminokyselinova sekvence obou proteinti je uvedena na obrazku 7.

Gal-3-WT
MADNFBLHDALBGSGNPNPQGWPGAWGNQPAGAGGYPGASYPGAYPGQAPP
GAYPGQAPPGAYPGAPGAYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSATGAYPAT
GPYGAPAGPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFH
FNPRFNENNRRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVA
VNDAHLLQYNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI

Gal-3-CRD
PLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENN
RRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQ
YNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI

Obrazek 7: Aminokyselinové sekvence Gal-3-WT a Gal-3-CRD
Zelenou barvou je vyznagena aminokyselinova sekvence Gal-3-CRD. Cervené jsou vyznadena
fosforylacni mista a zlutou barvou cysteiny.

5.1.2 SEKVENCE NKP30-STALK A NKP30-LBD
Receptor NKp30 byl v lidskych bunéénych liniich exprimovan ve dvou
strukturnich variantach, a to jako NKp30-Stalk a NKp30-LBD. Aminokyselinové

sekvence obou proteintl jsou uvedeny na obrazku 8.

NKp30-Stalk
ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFNASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVREGT
PEFRGRLAPLASSRFLHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTGNGTR
LVVEKEHPOLGAGTVLLLRGTHHHHHHHHG

NKp30-LBD
ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFNASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVREGT
PEFRGRLAPLASSRFLHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTGEGTR
LVVEKEGTHHHHHHHHG

Obrazek 8: Aminokyselinové sekvence NKp30-Stalk a NKp30-LBD

Modrou barvou je vyznacena aminokyselinova sekvence NKp30-LBD. Podtrzené aminokyseliny
v sekvenci NKp30-Stalk znaci ,,stalk doménu, pficemZ Cervenou barvou je vyznacen arginin
zodpovédny za interakci s adaptorovou molekulou CD3{. Fialové je vyznacena N-glykosyla¢ni
mista a Zluté jsou vyznaceny cysteiny.
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5.2 PRIPRAVA PLAZMIDU POPINE_GAL-3-CRD

Pro rekombinantni expresi Gal-3-CRD bylo tieba do linearizovaného expresniho
vektoru pOPINE vlozit gen pro Gal-3-CRD. Gen byl amplifikovan pomoci PCR
(Obrazek 9) z expresniho vektoru obsahujiciho Gal-3-WT.

5.2.1 PRIPRAVA GENU PRO GAL-3-CRD

Nejprve byl gen pro Gal-3-CRD, s délkou 447 bp, amplifikovan pomoci PCR
z plazmidu pOPINE Gal-3-WT, nesouciho gen pro Gal-3-WT, za pouziti piimého
primeru pOPINE Gal-3-CRD FW a reverzniho primeru pOPINE Gal-3-CRD REV.
Poté byla provedena agarosova elektroforéza, kdy byly detekovany pruhy DNA
odpovidajici velikosti piiblizn¢ 400 bp (Obrazek 9). Z agarosového gelu byla néasledné
DNA extrahovana.

Obrazek 9: Vysledky agarosové elektroforézy po PCR k amplifikaci genu pro Gal-3-CRD
Jamky oznacené ¢islicemi 1 a 2 obsahovaly vzorky amplifikovaného genu pro Gal-3-CRD. Jamka
oznacena jako M1 (marker) obsahovala 1 kb DNA standard a jamka M2 obsahovala 100 bp DNA
standard. Je patrné, ze byl gen uspésné¢ amplifikovan, protoze poloha pruhli odpovida
predpokladané velikosti 447 bp.
5.2.2 LINEARIZACE PLAZMIDU POPINE

Z plazmidu pOPINE byl restrikénimi endonukleasami Ncol-HF a Pmel vysStépen
usek o 387 bp, ktery nesl lac promotor a gen pro peptid lacZa (Obrazek 10, str. 48). Poté
byla provedena agarosova elektroforéza (Obrazek 11, str. 48), nasledovana extrakci

linearizovaného plazmidu z agarosového gelu.
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E?FINE pOPINE_Gal-3-CRD

5334 bp
3568 bp

Mol (2371

Obrazek 10: Mapa expresnich vektori pOPINE a pOPINE_Gal-3-CRD

Vlevo je mapa expresniho vektoru pOPINE, nesouciho gen pro rezistenci na ampicilin, ktery byl
schematicky zobrazen zelenou Sipkou. Tento gen slouzil jako selekéni marker. Z tohoto
expresniho vektoru byl vyStépen vyznaceny Usek, nesouci lac promotor a gen pro lacZa, a to
pomoci restrikénich endonukleas Ncol-HF a Pmel. Do tohoto useku byl vlozen gen pro
Gal-3-CRD. Vpravo je mapa expresniho vektoru s vlozenym genem pro Gal-3-CRD, ktera je
v dolni ¢asti znazornén zlutou Sipkou, kde nebyly zachovany sekvence pro sté€peni restrikénimi
endonukleasami Ncol a Pmel.

Obrazek 11: Vysledky agarosové elektroforézy linearizovaného plazmidu pOPINE

Jamky oznacené Cislicemi 1 a 2 obsahovaly vzorky linearizovaného plazmidu, kde je v dolnich
¢astech jejich drah patrny vystépeny usek DNA o délce 387 bp. Do jamky oznacené pismenem
M byl pipetovan 1 kb DNA standard. Do jamky oznacené Cislici 3 se jako kontrolni vzorek
nachazel nestépeny plazmid pOPINE.

Obé restrikéni endonukleasy Stépi DNA v palindromickych sekvencich, pfi¢emz
Ncol-HF zanechava Ctyfnukleotidové piesahy na obou vldknech, zatimco Pmel S$tépi
DNA bez ptesahti (Obrazek 12, str. 49).
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Ncol Pmel
5-..CICATGG ...3* 5...GTTTJAAAC ...3~
3...6GTAC|C ...5 3/ ...CAAAITTTG ...5~

Obrazek 12: Schéma stépeni DNA restrikénimi endonukleasami Ncol a Pmel

Vlevo je zobrazena palindromicka sekvence, kde $tépi restrikéni endonukleasa Ncol, pficemz
zanechava ¢tyinukleotidové piesahy na obou vlaknech DNA. Vpravo je zobrazena palindomicka
sekvence, kde §tépi restrikéni endonukleasa Pmel, kterd nezanechava zadné piesahy.

5.2.3 LFC A PRIPRAVA ZASOBNIHO MNOZSTVi PLAZMIDU POPINE_GAL-3-CRD

Gen pro Gal-3-CRD byl metodou LFC nekovalentné¢ vlozen do Stépeného plazmidu
pOPINE (Obrazek 10, str. 48), nacez byl reakéni smési pro LFC transformovéan kmen
TOP 10 bakterie E. coli, nacez byla provedena PCR s vzniklymi bakterialnimi koloniemi.
Pti PCR s bakterialnimi koloniemi byl pouzit ptimy primer pOPINE Gal-3-CRD FW a
reverzni primer pOPINE Gal-3-CRD REV. Poté byla provedena agarosova
elektroforéza (Obrazek 13), kdy byl po vizualizaci vysledkti identifikovan pruh DNA o
ptfiblizné délce 400 bp. Poté byla provedena nizkoobjemové kultivace bakterii
nasledovand nizkoobjemovou extrakci plazmidu pomoci komeréni soupravy. Nasledné
byla  provedena  sekvenace extrahovanych  vzorkli  ziskaného  plazmidu
pOPINE Gal-3-CRD v Laboratofi sekvenacer DNA  PiF UK,  pani
RNDr. Stépankou Hrdou. Veskeré vzorky, které byly odeslany k sekvenaci, mély

shodnou nukleotidovou sekvenci se sekvenci genu pro Gal-3-CRD.

Obrazek 13: Vysledky agarosové elektroforézy genu pro Gal-3-CRD po PCR
z bakterialnich kolonii

V jamkéch 1, 2 a 3 se nachdzely vzorky genu pro Gal-3-CRD, ktery byl amplifikovan pomoci
PCR ze tfech vybranych bakterialnich kolonii. Do jamky oznacené pismenem M byl pipetovan
100 bp DNA standard. Je patmé, Ze vzorky obsahovaly DNA o predpokladané velikosti, ktera
byla 447 bp.
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Poté byly takto pfipravenym plazmidem pOPINE Gal-3-CRD transformovany
bakterie E. coli DHS5a, naCez byla provedena vysokoobjemova kultivace bakterii
nasledovand vysokoobjemovou extrakci plazmidu pomoci komer¢ni soupravy. Tim bylo

piipraveno finalni zasobni mnozstvi plazmidu pOPINE Gal-3-CRD.

5.3 REKOMBINANTNI EXPRESE A PURIFIKACE GAL-3-CRD

Pro produkci Gal-3-CRD byly transformovany bakterie E. coli T7 plazmidem
pOPINE Gal-3-CRD (5.2). Poté byla provedena nizkoobjemova kultivace bakterii, na
kterou navazovala vysokoobjemova kultivace bakterii, béhem které byla exprese
Gal-3-CRD indukovéana pifidavkem IPTG. Po inkubaci pro produkci Gal-3-CRD,
nasledovanou odstfedénim suspenze a sonikaci byl protein purifikovan na Laktosovo-
Sepharosovoé kolon¢, nacez byla provedena SDS-PAGE, kde byla v neredukujicim
prostiedi identifikovdna castecna dimerizace Gal-3-CRD, zatimco v redukujicim
prostiedi identifikovana nebyla (Obrazek 14). Na obrazku 14 je rovnéz patrna vysoka
Cistota purifikovaného proteinu o molekulové hmotnosti pfiblizné 15,9 kDa. Vytézek

Gal-3-CRD ¢inil 4 mg na litr bunécné suspenze.
260kpa M
140 kDa

100 kDa
E——

70kDa

15 kDa

— - - -

10 kDa

Obrazek 14: Analyza purifikace proteinu Gal-3-CRD pomoci SDS-PAGE

V jamce s oznacenim M se nachdzel proteinovy standard. V prvni trojici jamek oznacenych
Cislicemi 1, 2 a 3 se nachazely vzorky v redukujicim vzorkovém pufru pro SDS-PAGE, zatimco
v druhé trojici jamek — 4, 5 a 6 se nachazely vzorky v neredukujicim vzorkovém pufru pro
SDS-PAGE. V jamkach ¢islo 1 a 4 se nachazel resuspendovany vzorek bakterialni pelety po
sonikaci. V jamkach Cislo 2 a 5 se nachazel vzorek nepurifikovaného supernatantu po sonikaci
bakterialni pelety a jeji nasledné centrifugaci, kde je v neredukujicim prostiedi rovnéz
identifikovatelna castetna dimerizace proteinu. V jamkéch cislo 3 a 6 se nachazel vzorek
purifikovaného Gal-3-CRD pies Laktosovo-Sepharosovou kolonu, kde je viditelné, Ze
v neredukujicim prostfedi (jamka 6) dochazi k Castecné dimerizaci Gal-3-CRD, zatimco
v redukujicim prostfedi (jamka 3) je protein monomerni. Pfedpokladana molekulova hmotnost
Gal-3-CRD je 15,9 kDa.
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Nésledn¢ byla  provedena  analytickd GPC, za pouziti kolony
Superdex 75 Increase 10/300 GL, =za ucelem ovéfeni dimerizace Gal-3-CRD
v neredukujicim prostiedi. Oproti SDS-PAGE vysledek analytické GPC po porovnani se
znamou komerc¢ni kalibraci kolony naznacuje, Ze se protein nachdzi v roztoku jako

monomer (Obrazek 15).
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0,004

0,002

0,000

10 15 20
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Obrazek 15: Chromatogram analytické GPC Gal-3-CRD

Chromatogram  analytické GPC  purifikovaného Gal-3-CRD, za pouziti kolony
Superdex 75 Incerase 10/300 GL. Graf ukazuje z&vislost absorbance pii 280 nm (4BS) na objemu
(V). Elu¢ni objem Gal-3-CRD byl 15,5 ml.

5.4 REKOMBINANTNI EXPRESE A PURIFIKACE NKP30-LBD A NKP30-STALK

BUNECNYMI LINIEMI HEK293S GNTI- A HEK293T
Shrnuti produkce jednotlivych variant receptoru NKp30 a jejich specifikaci bylo

uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Shrnuti specifikaci produkci jednotlivych variant receptoru NKp30. Bunécné
linie byly pfipraveny Mgr. Ondiejem Skotepou. K tranzientni transfekci byl jako produkéni
plazmid pouzit pTW5sec NKp30 Stalk. Zkratka LBD D znaci deglykosylovanou formu ligand
vazajici domény receptoru NKp30 a NKp30 Stalk D znaci deglykosylovanou formu receptoru
NKp30 se ,,stalk” doménou.

Zpiisob produkce Protein Glykosylace Stabilni/tranzientni

transfekce
V bunééné linii LBD S Uniformni Stabilni
HEK293S GnTI NKp30 Stalk S Uniformni Tranzientni
V buné¢né linii LBDT Komplexni Stabilni
HEK?293T NKp30 Stalk T Komplexni Tranzientni
Jedno reziduum
Deglykosylaci LBD D N-acetylglukosaminu i
EndoF1-GST Jedno reziduum

NKp30 Stalk D N-acetylglukosaminu i
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Proteiny produkované v obou bunéénych liniich byly sekretovany do kultiva¢niho
média. Bunécné linie stabilné transfekované genem pro NKp30-LBD [(LBD S, LBD T),
Tabulka 3, str. 51] vyuzivaly systém piggyBac [50,51].

Po expresi jednotlivych proteinii byly ve vSech ptipadech bunky sklizeny. Nasledné byly
jednotlivé proteiny obsazené v jednotlivych kultivacnich médiich (LBD S,
NKp30 Stalk S, LBD T, NKp30 Stalk T) purifikovany chelatacni chromatografii na
kolonce HiTrap Talon Crude 5 ml a odsoleny kolonou HiPrep 26/10 Desalting. Nasledné
byly jednotlivé proteiny zkoncentrovany a precistény preparativni GPC, za pouziti kolony
Superdex 200 10/300 GL. Pomoci preparativni GPC nebyl pfecistovan pouze NKp30
Stalk T. Jako kontrola kvality byla poté pro vSechny proteiny provedena SDS-PAGE
(Obrazek 16). Predpokladana molekulova hmostnost LBD S a LBD T ¢inila ptiblizné
17,5 kDa. Piedpokladand molekulova hmotnost LBD D Cc¢inila pfiblizné 13,9 kDa.
Predpokladand molekulova hmotnost NKp30 Stalk S a NKp30 Stalk T cinila ptiblizné
18,9 kDa. V nékterych piipadech molekulova hmotnost proteinli pozorovand pomoci
SDS-PAGE neodpovidala hmotnostem proteinového standardu, pravdépodobné v
dasledku abnormalni mobility glykoproteini.

M 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10

100 KD i

70kDa —
sokDa -
40kDa S

35kDa R

25 kDa

15kDa

Obrazek 16: Analyza purifikace variant receptoru NKp30 pomoci SDS-PAGE

V jamkach 1 — 5 se nachazely vzorky v neredukujicim prostiedi a v jamkach 6 — 10 se nachazely
vzorky v redukujicim prostiedi. Do jamky oznacené pismenem M byl pipetovan proteinovy
standard. V jamkach 1 a 6 se nachazely vzorky LBD T a v jamkach 2 a 7 se nachazely vzorky
NKp30 Stalk T. Pruhy téchto vzorkid jsou znacné rozmazany, kvili komplexni N-glykosylaci
téchto proteinti. V jamkach 3 a 8 se nachéazely vzorky LBD S a v jamkach 4 a 9 se nachazely
vzorky NKp30 Stalk S. V jamkach 5 a 10 se nachazely vzorky LBD D, kde je patrné, Ze vzorky
obsahuji zbytkové mnozstvi N-glykosylovaného LBD S. Piedpokladana molekulova hmostnost
LBD S a LBD T ¢inila ptiblizné 17,5 kDa, LBD D je ptiblizné 13,9 kDa, NKp30 Stalk S a NKp30
Stalk T ¢inila pfiblizné 18,9 kDa.
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5.5 DEGLYKOSYLACE LBD S ANKP30 STALK S

Cast proteindi s uniformni N-glykosylaci manosového typu byla deglykosylovana
fazni endoglykosidasou EndoF1-GST (Tabulka 3, str. 51) ve dvou variantach, a to pfi
37°C a 4°C. Tento fuzni protein po deglykosylaci zanechdval na daném
N-glykosyla¢nim mist¢ jeden N-acetylglukosamin. Béhem deglykosylace pti 37 °C
NKp30 Stalk S precipitoval, tudiz nebyl pouzit pro dal§i experimenty. Zbylé proteiny
[deglykosylovand ligand vdazajici doména receptoru NKp30 (LBD D, zangl
deglycosylated ligand binding domain), vznikla pti 4 °C a 37 °C a deglykosylovany
receptor NKp30 se ,,stalk” doménou (NKp30 Stalk D) vznikly pti 4 °C] byly oddéleny od
EndoF1 ptes kolonku GSTrapFF 5 ml. Nasledn¢ bylo zjisténo, Ze proteinu NKp30 Stalk
D vzniklého pti 4 °C bylo vyprodukovano pfili§ malé mnozstvi, proto rovnéz nebyl pouzit
pro dalsi experimenty. Pro dalsi experimenty byl pouzit pouze LBD D vznikly pti 4 °C,

zatimco LBD D vznikly pti 37 °C slouzil pouze jako rezervni vzorek.

5.6 CHARAKTERIZACE INTERAKCE GAL-3-CRD S VARIANTAMI RECEPTORU
NKP30 POMOCI ANALYTICKE GPC

Interakce variant receptoru NKp30 s Gal-3-CRD byla charakterizovana pomoci
analytické GPC, za pouziti kolony Superdex 200 Increase 10/300 GL. Nejprve byla
provedena dialyza Gal-3-CRD, pro odstranéni navazané laktosy, kterou obsahoval elu¢ni
pufr pro Laktosovo-Sepharosovou kolonu. Poté byla provedena analytickd GPC
jednotlivych proteinti, pro zjisténi jejich elu¢nich objeml. Nasledné byly pfipraveny
smésné vzorky uvedené v tabulce 4, nacez s nimi byla také provedena analyticka GPC.
Poté byly sestrojeny grafy, do nichZ byly pfes sebe vyneseny chromatografické kiivky, a
to samotného Gal-3-CRD, samotné¢ jedné z variant receptoru NKp30, a nakonec
chromatograficka kiivka smésného vzorku Gal-3-CRD s danou variantou receptoru
NKp30. Piky byly nasledn€ normalizovany na jednotkovou absorbanci, pro lepsi rozliSeni
posunu pikd z méfeni smésného vzorku vici pikiim z méfeni samostatnych proteinti
(Obrazek 17, str. 54).

Tabulka 4: Smésné vzorky proteini piipravené pro analytickou GPC. Smési proteint byly
pfipravovany v molarnim pomeéru 1:1. V ptipadé NKp30 Stalk S byla pouzita pouze monomerni
frakce.

Cislo smésného vzorku | Smésné vzorky proteinii

1 Gal-3-CRD + LBD S
Gal-3-CRD + NKp30 Stalk S
Gal-3-CRD+LBD T
Gal-3-CRD + NKp30 Stalk T
Gal-3-CRD + NKp30 Stalk T (14 h inkub.)
Gal-3-CRD + LBD D

AN A W
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Obrazek 17: ProloZené chromatogramy analytickych GPC samostatnych variant receptoru
NKp30 s jejich smésnymi vzorky

Chromatografické ktivky Gal-3-CRD byly obarveny modfe, chromatografické keivky
samostatnych variant receptoru NKp30 byly obarveny ¢erné a chromatografické kiivky smésnych
vzorkid Gal-3-CRD s danou variantou receptoru NKp30 byly obarveny ¢ervené. Grafy zavislosti
absorbance pii 280 nm (ABS) na objemu (V) byly normalizovany na jednotkovou absorbanci
(Norm. ABS) a pocatek osy x byl posunut na objem 8 ml, tedy na mrtvy objem kolony Superdex
200 Increase 10/300 GL. Taktéz byly do grafti vyneseny maxima elu¢nich objemi. Z grafu A je
patmé, ze LBD S, ktery se nachazi pouze v monomerni formé neinteraguje s Gal-3-CRD, jelikoz
nedoslo k posunu elu¢niho objemu smésného vzorku vici elu¢niho objemu samostatného LBD S.

(pokracovani popisu obrazku na dalsi strance)
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(pokracovani popisu obrazku z predchozi stranky)

Analogicky vysledek byl zaznamenan i v ptipadé NKp30 Stalk S (graf B) a LBD D (graf F), kdy
rovnéz nedoslo k posunu elu¢niho objemu smésného vzorku vici eluénimu objemu samostatnych
variant NKp30. Pro ovéfeni vazby Gal-3-CRD na NKp30 Stalk S byla pouzita pouze monomerni
frakce receptoru. Opacna situace vSak nastala v ptipadé NKp30 Stalk T (graf D, E) a LBD T
(graf C), kdy doslo k vyraznému posunu eluénich objemd smésnych vzorkti vici elu¢nim
objemiim samostatnych variant NKp30. Pti porovnani grafu D a grafu E je patrné, Ze pfitomnost
Gal-3-CRD nezputisobuje disociaci oligomerni frakce NKp30 Stalk T ani po 14h inkubaci.

Z vysledkti analytické GPC na obrazku 17 (str. 54) je patrné, ze v pripadé
deglykosylované a uniformné N-glykosylovanych variant receptoru NKp30, tedy
LBD D, LBD S a NKp30 Stalk S (Grafy F, A, B— Obrazek 17, str. 54), nedoslo k posunu
eluc¢nich objemu pfislusicich smésnému vzorku, vici eluénim objemim samostatné
analyzovanych proteinti. Naopak v pfipadé komplexné N-glykosylovanych variant
receptoru, tedy LBD T a monomerni frakce NKp30 Stalk T (Grafy C, D, E — Obrazek 17,
str. 54) doSlo k posunu eluc¢nich objemli smésnych vzorkd, vici eluénim objemim
proteinti analyzovanych samostatn€. Z cernych kiivek grafii D a E na obrazku 17 (str. 54)
je také patrné, Ze se ve vzorku NKp30 Stalk T nachazi také oligomerni frakce tohoto
proteinu, kterd ale s Gal-3-CRD neinteraguje. Pro ovéfeni stability oligomeri
NKp30 Stalk T a vlivu pfitomnosti Gal-3-CRD na jejich disociaci bylo provedeno méfeni
s 14hodinovou inkubaci pii 4 °C vzorku samostatného NKp30 Stalk T a smésného
vzorku NKp30 Stalk T s Gal-3-CRD. Vysledek nasledného méfeni inkubovanych vzorkt
je vidét na obrazku 17 (str. 54), graf E, kde je patrné, ze nedochazi k disociaci oligomert
jak v samostatném vzorku NKp30 Stalk T, tak v smésném vzorku s Gal-3-CRD.
Rozdilem mezi grafy D a E je vyraznéj$i posun maxima elu¢niho objemu smésného
vzorku oproti samostatnému NKp30 Stalk T (monomerni frakce) v ptipadé grafu E. Zda

se tedy, ze prodlouzena inkubace vedla k posileni vzajemné interakce.
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6 DISKUZE

Dulezitym milnikem této prace byla piiprava dostatecného mnozstvi Gal-3-CRD
pro dalsi experimenty s NKp30. Nativni varianta galektinu-3 nebyla pfipravovana
z diivodu mozné nekovalentni oligomerizace skrze jeji N-koncovou doménu [38].
Vytézek Gal-3-CRD ¢inil 4 mg na litr bunécné suspenze. Byly také pfipraveny varianty
receptoru NKp30, které byly pouzity k ptipravé smésnych roztokl jednotlivych variant
NKp30 s Gal-3-CRD v molarnim poméru 1:1. Pomoci analytické GPC bylo zjistovano,
ktera z variant NKp30 s Gal-3-CRD interaguje. Ukdazalo se, ze Gal-3-CRD interaguje
s LBD T a monomerni frakci NKp30 Stalk T, které byly produkovany v bunécéné linii
HEK293T, jez poskytuje komplexni N-glykosylaci. Zatimco s LBD S a NKp30 Stalk S,
které byly produkovany v buné¢né liniit HEK293S GnTT, nebyla zaznamenana zadna
interakce. Bunécénd linie HEK293S GnTI" poskytuje uniformni N-glykosylaci
manosového typu, jelikoz u ni neni exprimovana N-acetylglukosaminyltransferasa I.
Galektin-3 nevykazuje afinitu vii¢i manose, ani a-vazanym oligomanosidim [52], proto
Gal-3-CRD nevykazovala afinitu vi¢i proteinim exprimovanym v bunééné linii
HEK?293S GnTT, jejichz oligosacharidy obsahovaly o-vdzané manosy. Galektin-3
naopak vykazuje afinitu vici B-1,2-vazanym oligomanosidiim, které se vyskytuji na
povrchu kvasinky Candida albicans [52]. Mezi LBD D a Gal-3-CRD rovnéz nebyla
zaznamenana zadna interakce, a to diky absenci N-vézanych oligosacharidi. Bylo také
potvrzeno, Ze se N-glykosylovany receptor NKp30 se ,,stalk* doménou nachazi v roztoku
jak v monomerni, tak v oligomerni formé, jak jiZ bylo popsano v publikaci Skotfepa, O. a
kol. [25] a Herrmann, J. a kol. [53]. V n&vaznosti na tuto studii bylo v této praci zjistovano,
Gal-3-CRD s touto frakci neinteraguje. Pti srovnani elu¢nich profilti pro LBD T a NKp30
Stalk T (Obrazek 17, str. 54) se zda, ze se Gal-3-CRD vaze 1épe na LBD T, neZ na
monomerni frakei NKp30 Stalk T. To by mohlo znamenat, Ze pfitomnost ,,stalk* domény
zabranuje tvorbé komplexu s Gal-3-CRD, a vysvétlovat pro¢ se Gal-3-CRD nevaze na
oligomerni frakci NKp30 Stalk T. Z vysledkii pfedchoziho vyzkumu je ziejmé, Ze
oligomerizace NKp30 je zavisld na pfitomnosti ,stalk“ domény a souCasné i
N-glykosylace, pfedevsim glykosylace na Asn-42 (Obréazek 3, str. 18). Je tedy mozné, Ze
se vazebné misto pro Gal-3-CRD nachdzi v tésném okoli Asn-42, a proto neni dostupné

v oligomerni form& NKp30 Stalk T.

Predmétem dalSiho zkoumani by mohl byt vliv pfitomnosti Gal-3-CRD na formaci
této oligomerni frakce NKp30 a piiprava glykosylacnich mutanti variant receptoru
NKp30 vbunéené linii HEK293T. Analyza afinity Gal-3-CRD vu¢i jednotlivym
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glykosylaénim mutantim variant NKp30 pomoci vhodnych biofyzikalnich metod, jako
je naptiklad analytickd ultracentrifugace (4UC), izotermalni titra¢ni kalorimetrie ¢i
termoforéza, by mohla pfispét k pochopeni mechanismu inhibice NKp30 galektinem-3.
V piipadé vazby Gal-3-CRD na NKp30 v blizkosti jeho vazebného mista pro aktivacni
ligandy, by aktivace NKp30 mohla byt branéna stericky. Naopak v ptipadé vazby
v blizkosti ,,stalk domény NKp30 by mohl byt branén pfenos signalu znemoznénim
zasunuti ,,stalk domény do membrany a nasledné aktivace CD3(, ptipadné zabranéni
oligomerizace receptoru NKp30. Tato zjisténi by mohla poskytnout dostatecné podklady
pro nasledné studie interakce galektinu-3 s NKp30 na NK buikach.

Z obrazku 14 (str. 50) je patrné ze, denaturovana Gal-3-CRD v neredukujicim
prostiedi se na SDS-PAGE jevi jako dimer, naopak v redukujicim prostfedi je pfitomna
pouze monomerni forma. Jedna se tedy pravdépodobné o kovalentni dimer, ktery vznikl
propojenim dvou Gal-3-CRD pomoci disulfidického mustku. Na obrazku 7 (str. 46) byl
Zlutou barvou vyznafen jediny cystein, ktery Gal-3-CRD nese, a skrze ktery by
pravdépodobné mohl dimerizovat. Naopak pfi analytické GPC se Gal-3-CRD jevil jako
pouze monomerni protein (Obrazek 15, str. 51), coz mize byt zplisobeno mozZnou
interakci se stacionarni fazi pouzité kolony, ktera je sloZzena z dextrani a agarosy. Diivejsi
studie od Hsu, D. K. a kol. potvrdila, Ze Gal-3-CRD muze pii SDS-PAGE v
neredukujicich podminkéch dimerizovat, ¢i dokonce tvofit vyssi oligomery az polymerni
struktury, nicméné velkéd ¢ést zlstava pofad v monomerni formé. V této studii se také
ukéazalo, ze mald ¢ast vzorku Gal-3-CRD mize oligomerizovat i za redukujicich
podminek [54], coz na obrazku 14 (str. 50) zaznamendno nebylo. Pfredmétem dalSich
experimentll by mohla byt AUC vzorkii Gal-3-CRD o riiznych koncentracich, pro finalni
ovefeni dimerizace, ¢i oligomerizace. Pro ovéfeni, zdali je dimerizace zpiisobena
vytvofenim disulfidického mustku by v budoucnu mohla byt provedena hmotnostni

spektrometrie.
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7 ZAVER
e Gen pro Gal-3-CRD byl tspésné vlozen do expresniho vektoru pOPINE, kterym

poté¢ byly transformovany bakterie E. coli T7, kterymi byl Gal-3-CRD
exprimovan.

e Byly produkovany varianty receptoru NKp30:

o LBD Sa NKp30 Stalk S, byly uspé$né produkovana v bunécné linii
HEK293S GnTT, ktera poskytovala uniformni N-glykosylaci manosového

typu.

o LBDT a NKp30 Stalk T, byly uspésn¢ produkovany v bunécné linii
HEK293T, ktera poskytovala komplexni N-glykosylaci.

o LBD D, byla usp&né¢ vytvorena deglykosylaci LBD S, pomoci fuzni
endoglykosidasy EndoF1-GST, zatimco deglykosylace NKp30 Stalk S,
ktera by dala za vznik NKp30 Stalk D uspésna nebyla.

e Analytickou GPC bylo ovéteno:

o Stabilita oligomerni frakce NKp30 Stalk T po 14hodinové inkubaci, kdy
bylo zjisténo, Ze jsou tyto oligomery v tomto ¢asovém useku stabilni.

o Vliv ptitomnosti Gal-3-CRD na oligomerni frakci NKp30 Stalk T, kdy
bylo zjiSténo, ze ptitomnost Gal-3-CRD neindukuje disociaci téchto
oligomert ani po 14hodinové inkubaci.

o Vazba Gal-3-CRD na varianty receptoru NKp30, kdy bylo zjisténo, Ze se
Gal-3-CRD vaze pouze na komplexné glykosylované varianty NKp30,
tedy LBD T a monomerni frakci NKp30 Stalk T, zatimco na LBD S,
NKp30 Stalk S a LBD D se Gal-3-CRD nevaze.
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