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Abstrakt:

NK bunky jsou charakterizovany jako velké granularni lgoyty, které pat mezi vyznamné
bunééné slozky pirozené imunity. Dokazi zabijet cilovéiky velmi rychle, viddech minut,
coz jetadi do role obrancprvni linie. Své cile rozpoznavaji pomoci svychviebovych
receptoéi. Tato prace se zabyva&ipravou extracelularnich domeén lidskych leukocyi@n
receptoi hNKR-P1A a jeho fyziologického ligandu LLT1. Protg byly produkovany
v E. coli ve forn® inkluznich tlisek a renaturovanyn vitro metodou rychlého radni
(hNKR-P1A) a metodou pomalého teeni (LLT1). Purifikace probihala pomoci
chromatografickych metod a ziskané proteiny bylgrakterizovany technikami hmotnostni

spektrometrie.

Abstract:

NK cells are characterized as large granular lynoptes that play important role in innate
immunity. They are called as ,first line defenskeé&cause of their capability to kill the target
cells very fast, in a few minutes. They recognize target cells using their surface receptors.
This diploma thesis describes the preparation tiegllular domains of the human leukocyte
receptor hNKR-P1A and its physiological ligand LLTThe proteins were producedEn coli

as inclusion bodies, refoldea vitro by rapid dilution method (hNKR-P1A) and slow ditrt
method (LLT1). The proteins were purificated byarnatography and characterized by mass

spectrometry techniques. (In Czech)
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SEZNAM ZKRATEK
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ddH,O
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IFN
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acetonitril

cytotoxicka reakce zaloZzena na protilatkach

(Antibody DependenCellular Cytotoxicity)

aktivaci indukovany lektin C-typuA¢tivationd nducedC-typeL ectin)
howzi sérovy albuminBovine SerumAlbumin)
a-kyano-4-hydroxyskiicova kyselina

diferencig&ni antigen Cluster ofDifferentiation)

sacharid rozpoznavajici domérzatbohydrateRecognitionDomain)
protein gibuzny s lektinem C-typud-L ectinRelated protein)
receptor C-lektinového typCftype Lectin receptor)

cytotoxicky T lymfocyt Cytotoxic T-Lymphocyt)

doména podobna lekfim C-typu C-TypeL ectin-like Domain)
receptor podobny lektirm C-typu C-TypeL ectin-like Receptor)
destilovana a deionizovana voda

dendritick& biika (DendriticCell)

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

ionizace elektrosprejent(ectraspraylonization)

iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou tramséci

faktor stimulujici kolonie granuloc§ta monocyi

(GranulocyteM onocyteColony Stimulating Factor)

reakce Sipu proti hostiteli Graft VersusHostDisease)

kyselina octova

hlavni lidsky (histokompatibilni) antigei gmanL eukocyteAntigen)
vysoce @dinna kapalinova chromatografie

(High Performance.iquid Chromatography)

interferon

interleukin

isopropyl$-D-thiogalaktopyranosid



ITAM imunitni aktiv&ni receptorovy motiv tyrosinoveho typu
(I'mmunoreceptor yrosin-based\ ctivation M otif)

ITIM imunitni inhib&ni receptorovy motiv tyrosinoveho typu
(I'mmunoreceptor yrosin-basedhibition M otif)

KIR zabij&sky receptor imunoglobulinového typu
(Killer cell Immunoglobulin-likeReceptors)

KLR receptor zabijskych bugk podobny lektitim

(Killer Cell L ectin-like Receptor)
LAK buiky-zabijei aktivované lymfokinemL(ymphokineActivatedKillers)
LB medium Luria-Bertani medium
LLT transkript podobny lektiim (L ectind ike Transcript)
LRC genovy komplex leukocytarnich recepit@ eukocyteReceptorComplex)
LC/MS hmotnostni spektrometrie spojena s kapalinovourchtografii

(Liquid Chromatographyl assSpectrometry)
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(Matrix Assisted_aserDesorptionl onization)

MHC hlavni histokompatibilni komplexMajor HistocompatibilityComplex)
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NKC genovy komplex firozenych zabij&i (NaturalKiller Complex)
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SDS-PAGE elektorforéza v polyakrylamidovém gelu fitpomnosti SDS
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TEMED N,N,N’,N*-tetramethylethylendiamin
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TGF transformujici iistovy faktor T ransformingGrowth Factor)
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TNF
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receptory rodiny TollToll-Like Receptors)

faktor nekrotizujici nadoryT{umorNecrosisFactor)
doba letu Time Of Flight)
tris(hydroxymethyl)aminomethan

bromo-chloro-indolyl-galaktopyranosid
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PREDMLUVA

Laboratd prirozené buiéné imunity, ve které jsem vykonaval svou diplomovoraci,
se zabyva expresi a studiem NK Btnmych receptar jiz fadu let. Kazdy takto fjpraveny
protein a jeho charakterizacégpiva jako gfipek do mozaiky informaci doposud ziskanych
o NK buikach a jejich receptorech. Byldigravenarada mysSich, potkanich nebo Raich
proteini, nejwtsi vyznam pro nasledné vyuZiti v klinické praxi w&ak vyzkum proteiin
lidskych. Ma diplomova prace je zéfena prav na gipravu lidskych proteiin presrgji
extracelularnich domén leukocytarnich recejptdcteré jsou exprimovanyadou bugk
imunitniho sytému. Jedn& se o lidsky receptor hNKIE&, ktery zastava vyznamnou funkci
u NK burgk a jeho fyziologicky ligand LLT1NK bunky a poznatky o jejich receptorech
se v klinické praxi testuji jifadu let s ¥tSimi ¢i menSimi Uspchy. V poslednich letech
se vSak jejich vyuziti Zéna stale vice roz%vat. Nej\¢tSi potencial maji NK hiky v boji
proti rakovinnym bikam a také hraji vyznamnou rolfigransplantacich. fiprava €chto
proteini by méla umoznit jejich dalSi charakterizaci a studiumajemné interakce,
coz by mohlo alespgo malou nérou gispét k lepSimu pochopeni mechanismmunitniho
systéemu, zejména NK b&mného rozpoznavani, a tim takéigadre pomoci v boji proti
rakovinnym buikdm nebo [&¢ chorob zfisobenych nespravnou funkciékbere

ze slozek imunitniho systému.
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1. PREHLED LITERATURY

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém lze charakterizovat jako soubor maedsmii zaji'ujicich integritu
organismu rozpoznavanim Skodlivého od neSkodnéle.zBklad rozpoznani nasledn
dochazi k likvidaci cizickti vlastnich, ale i pouze potencidl$kodlivych struktur.Mezi
Skodlivinam a to zejména proti patogem nebezpéym cizorodym latkam (naptoxinam)
a pozménénym buikam vlastniho dla (nadorovym biikkam), ale také autotoleranceéicv
vlastnim tkanim. Hlavnimi mechanismy, na jejichZzklaé&k pracuje imunitni systém,
a které dlime do dvou skupin, jsou mechanismy adaptivni f@opené. RBrozené
mechanismy jsou evaln¢ starSi a zajidji je burkcné a humordlni slozky.
Mezi burééné slozkyfadime biiky fagocytujici a NK biiky. Humoralni slozky tvii
komplementovy systém, interferony, lektiny a jirravé proteiny. Tyto hiky a molekuly
nemaji tzv. imunologickou pa¥ti a jsou v organismuipraveny pedem. Jejich &innost
je zajiSéna tim, Ze reaguji na spore strukturni nebo furtki rysy mnohatznych patogehn
Imunitni reakce se takto rozviji velmi rychtédow v minutach.

Narozdil od pirozenych mechanisin jimiz disponuji vS8echny mnohob&mé organismy,
jsou mechanismy adaptivnifipmny az u obratlovic Reakce na cizorodé latky je zde
zprostedkovana vysoce specifickymi molekulami (protilgtlaytigeng specifické receptory
T lymfocyti), jez se aktivuji aZz po setkdni sdanym antigenemn maji
tzv. imunologickou pawt. Uplny rozvoj imunitni reakce v tomto fipadt nastava
az za gkolik dnia az tydri. U obratlovés oba uvedené mechanismy vzajeénapolupracuji

a jsou nezbytné [1].

1.2 NK bunky

1.2.1 Charakterizace a vyvoj NK burgk

Jiz v roce 1975 byla poprvé popsana populace lymfgcytera se vyznmvala
schopnosti, Ze beZgudchozi senzitizace dokazala zabijetikyun¢kterych nadorovych linii.
Na zaklad své funkce ziskaly tyto lymfocyty oz&eni tzv. pirozeni zabijéi,
neboli NK buiky ( angl. Natural Killers ) [2].

12



NK bunky (obr. 1) jsou v satasnosti definovany:
jako samostatna subpopulace lymfdgykteré jsou
schopné zabijet cizi, nadorové, infekci napadené

nebo jinak pozrnéné buiky vlastniho &la. Striené

fe¢eno rozeznavaji zdravé iky od nebezpmych,

které likviduji téngt okamzig, jak je rozpoznaji. §
Ucastni se také regulace krvetvorby. Svymi
povrchovymi receptory NK hiky vyhledavaji Obr. 1 Fotografie NK biky [3].
cilové buiky se sniZzenou nebo Zadnou expresi MHC glykoproteittidy a cytotoxickymi
mechanismy je likviduji [3,4,5].

NK bunky byly popsany uclovéka a mnoha jinych obratlouc ze kterych byly take
izolovany. Vyskyt jejich primtivjSich forem byl potvrzen i u nizSich Z&ioha
jako je hwzdice nebo dokonce ZiZala, #tgeS€ nemaji vyvinuté boky analogickeé
T a B lymfocytim u obratlové. Tento fakt napovida skuteosti, Ze vznik NK bu&né
aktivity pravdpodobré predchazel vyvoji adaptivnino imunitniho systému. ériferni krvi
tvori NK bunky 10-20% vSech lymfocyt dale se hogvyskytuji také ve slezif) kostni deni
a v jatrech. Z hlediska morfologie jsou klasifikoyédjako velké granularni lymfocyty.
Na svém povrchu narozdil od T a B lymfatyhenesou antigegnspecifické receptory.
Posledni studie vSak nazuogi, Ze utitd populace NK butk dokonce disponuje
tzv. imunologickou parti. Pro NK buiky je charakteristicky CD8D56 CD16 povrchovy
fenotyp. Tyto molekuly vSak nelze ozitajako ,marker” NK burk, protoze je s nimi sdili
celadfada T i B lymfocyl. V sowasné dob jsou za vysoce specifické receptory NK &kin
oznaovany molekuly NKp30 a NKp46 [5,6,7].

Vyvoj NK burék pcatina z pluripotentnich bwk kostni derg. NK buiky
se diferencuji z lymfoidniho progenitoru, ze kterée vyvijeji i dalSi dvhlavni subpopulace
lymfocyth tedy T a Blymfocyty (obr. 2). Vyvojav jsou NK buky blizsi
T lymfocytim [1,8]. U mySi s nevyvinutym thymem byly izolovargralé NK buky,
které vSak nepochazely ¢Aamého NK/T progenitoru, coz naznge, Ze pro jejich vyvoj neni
maturace vthymu narozdil od T lymfoaytnezbytna [9]. Hbuznost NK budk
a T lymfocyti podtrhuje existence tzv. NKT lymfodyt které na svém povrchu nesou
jak znaky NK bugk (CD56, CD161) tak i antigegnspecifické receptory (TCR), typické
pro T lymfocyty [10]. NK butky pouzivaji shodné cytotoxické mechanismy likvidaci
cilovych burk s cytotoxickymi T lymfocyty (CTL). DalSi jejichspol&nou vlastnosti
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je i produkce IFNy. CTL a NK buiky se vimunitnim systému vzjesmophuji. CTL

se zamsiuji na povrchu cilovych bwk na struktury MHC | s peptidy a NK hky
rozpoznavaji biky se snizenou nebo zZadnou expresi MHC I. Snizexxiprese MHC |
se ¥tSinou snazi maskovatékteré nadoroveéci virem infikované biiky pred CTL.
Vyznamnym rozdilem mezi CTL a NK bkami je rychlost reakce na rozpoznanou cilovou
buiku. NK buika reaguje velmi rychle, jizéhem rékolika minut dochazi likvidaci cilové
buiky a to bez pedchozi senzitizace oproti CTL. NKiiky jsou proto povazovany za velmi

klicovou slozku vrozené imunity [4,11,12].

Stemn Cell

Lymphoid Stem Cell ? Myeigiaogenitor
@ >

-_vr‘r-*.:lhlor:mes Eranul imc:.wcs
@ T Cell o )
P Vil Mo -1 =
8 Cell YOOENIOT ot NeUOPN Eosinaphil
Frogenitor Kiltler Call

Th Cell

Mamaory

Macrophoge

Obr. 2 Vyvoj budk imunitniho systému z kmenovych pluripotentniciib[8].

Lidské NK buiky se rozdluji do dvou podskupin podle typu produkovanycho&ytt
na NK1 a NK2, podobhjako Tyl a T42 lymfocyty [13]. DalSi dleni lidskych NK bugk
do podskupin je definovano dle Gr@vexprese povrchové molekuly CD56 na CES8
(vysoka exprese) a CD%B (nizka exprese), jejichZ fenotyp je odliny. iRy patici
do podskupiny CD58" se vyznauji vy3si cytotoxicitou, zvySenou expresi recejtor
z imunoglobulinové rodiny a také CD16 (Fceceptor ) oproti podskupén CD56™9"
Buitky CD56"" naopak produkuji vy3$8i mnoZstvi cytokifiFN-y, IL-10). Ok podskupiny

v ramci @irozené imunitni odpasdi hraji odliSné role. Bkoli jsou si lidské a mysSi NK hiky
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velmi podobné z hlediska vyvoje, u obou tyNK burgk je pro maturaci kiové pisobeni
IL-15, a funkinosti, zabijenim nadorovych bikn a produkci cytokifi, mySi NK buiky
seodlisuji od lidskych absenci exprese mysSiho hogwpovrchové molekuly CD56 [14].

1.2.2 Funkce NK burék

Mezi hlavni funkce NK bu¢k pati likvidace nadorovych buwk, viry, bakteriemi
¢i jinymi parazity infikovanych nebo stresem pam@nych bugk a v neposlednifac také
regulace imunitnich reakci. NK tky jsou v rekterych gipadech oznsmvany za ufitou
spojku mezi frozenou a adaptivni imunitou. Po transplantaceEmytno péitat s jejich
alloreaktivitou kwli rejekci nového &pu a po transplantaci hematopetickych kmenovych
burék hraji roli pi reakci S¢pu proti hostiteli tzv. GVHD [1,6,15,16]. NK kky rovrez
zpasobujifadu imunopatologickych reakci a autoimunitnich ooemni [17].

Jak jiz byloteceno, NK buiky nejsou pouze jirozeni zabij&”, ale maji v organismu
také vyznamnou regulai funkci, kterou uskut@iuji prostednictvim uvohovani rady
cytokini a chemokif do svého okoli. NK hiky na svém povrchu konstituti¥rexprimuji
n¢kolik receptofi pro cytokiny a jsou tudiZz schopny reagovat na tgtolekuly velmi
pohotow. K nejdilezitéjSim cytokinim ovliviujicich ¢innost NK burk seradi zejména IL-2,
IL-12, IL-15 a IL-18. Samotné NK hiky produkuji po pedchozi stimulaci mnoho
imunoregulé&nich faktofi jakymi jsou IFNy, TNF-, IL-10, IL-13, CCL3, CCL4 a GM-CSF
[14,18]. Povahu a intenzitu cytokinové a cytotodiodpo¥di neutuje pouze cytokinové
mikroprostedi, ale také interakce s ostatniminkami imunitniho systému, hlagns DC
(dendritické briky) ¢i s makrofagy a T lymfocyty. Interakce s DC vedakkivaci NK burk,
IFN-y, jehoZ exprese je indukovanaspbenim IL-12. IFN¢ stimuluje vyvoj 1 lymfocyt
a je to kltova molekula pro vrozenou i adaptivni imunitu, &tevyraz ovliviuje
cytotoxicitu g@irozenych imunitnich butk vaéi nddorovym biikam a méa vyznamnou roli
v nadorovém imunitnim dozoru [18,20,21]. Navzdosimi podobnému spektru cytokin
produkovanych CTL a J1 lymfocyty, nejsou NK biky schopny exprimovat IL-2 [22].
Vysokou produkci cytoki je charakteristickd subpopulace CH%B. U NK bursk
CD56" bylo pozorovano ovlivéni produkce iiznych cytokiri v zavislosti na fisobeni
riznych kombinaci cytokin nag. kostimulace IL-12 s IL-18 vedla k nejvy3Si produk
IFN-y a IL-15 s IL-18 k nejvySSi produkci TNF-[23]. NK buiky jsou tedy zapojeny

do velmi slozitych regulaich proces a na vysledny efekt ma vliv mnoho fakior
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Radou studii na mysich i potkanich modeléehvivo a rékterych lidskych bu&snych
liniich in vitro byla potvrzena schopnost NK hikncytotoxicky zabijet &které nadoroveé
buiky [4]. Aby NK buiky byly schopny pinit své efektorové funkce, must bak jako
makrofagy, DC a T lymfocyty, stimulovany a aktivowa Tento jev, tzv. priming,
je zprostedkovan pedevsim kontaktem NK bgk s DC. Nematurované NK bky disponuji
jen velmi nizkou mirou cytotoxicity a nemaji osvagevSechny efektorové funkce [19].
Nekteré faktory ovliwujici aktivaci a cytotoxicitu NK butk byly popsany jiz v pedchozim
odstavci. Na realizaci cytotoxické reakce ma vSaisadni vliv pimy kontakt
a interakce s receptory cilovéiy. Zda bude NK bika i kontaktu s jinou biilkou zabijet
¢i nikoli, je urteno grevahou inhibinich nebo aktivénich signal anebo jejich vzajemnou
rovnovahou [24]. NK bikky vyuZivaji k zabijeni cilovych béhk nekolik hlavnich
mechanismi. Jednim z nich je exocytosa cytotoxickych granngbo mechanismus
vyuzivajici tzv. receptory smrti [1,25].

Cytotoxicka reakce vypada nasleddvnDojde-li po adhezi na cilovou ku
k aktivaci, tak utvéi NK buika v mist kontaktu pevné spojeni tzv. imunologickou synapsi
(IS) a to zejména polymeraci F-actinu. Poté dojleqxi systému mikrotubiulk polarizaci
tedy gresunu lytickych granuli z cytoplasmy a néslednéesglobsahu granuliipmo do IS
[26]. Cytotoxické granule (specializované lysosorasahuji perforin a granzymy. Perforin
je protein struktur&é i funkéné podobny proteinu C9 komplementového systému,
ktery po kontaktu s cilovou membranou vyivéirkularni homopolymerni pory o fonéru
do 16 nm. Tyto pory slouzifedevsim k piniku granzyni do cytoplasmy zabijené tky.
Granzymy jsou serinové proteasy, které po vnikdoticytoplasmy spoudt proces vedouci
az k apoptotické smrti cilove bky [1,27,28].

DalSi mechanismus vyuZziva tzv. death receptory.nhikky na svém povrchu exprimuji
ligandy €chto receptar patici do superrodiny TNF, jednim z nich je FasL/APCd dalSim
TRAIL/APO2L. Vazbou ligandu na death receptor dathée spudni signalizénich drah
korkicich programovanou batnou smrti [29].

1.2.3 Rozpoznavani cilovych bugk

Pfi rozpoznavani cilovych bk NK buinkami jde o souhru velkého mnozZstvi fakior
NK buiky nemaji jako T a B lymfocyty denou specifitu pouze jednim antigénn
specifickym receptorem, ale disponuji celtadou aktivanich a inhibénich receptar,

coz ve vysledkwini jejich rozpoznavani mnohem kompl€jdi. Pra¥ prevaha inhikinich
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nebo aktivénich signak rozhoduje o osudu rozpoznavanéily i kontaktu NK buiky
s jinou buikou také dochéazi k reorientaci pethnych receptér Doposud bylo popséano
n¢kolik mechanism, kterymi NK buiky cilové buiky rozpoznavaiji.

Nejdéle znamym mechanismem, jez je NKnkami pouzivan je tzv. ,missing self
hypothesis” (viz. obr. 3). Je zaloZen na sniZergest MHC | na povrchu nadorovych nebo
virem infikovanych bugk, v jejich snaze ukryt set@d pisobenim CTL. Pray této
skute&nosti NK buiky vyuzivaji. Pro aktivaci NK hiky vSak pouze snizena exprese
nebo dokonce uplna absence MHC | n&stAby doSlo k aktivaci je nutny také kontakt
ligandi s aktiv&nimi receptory. Biiky télu vlastni exprimuji takéadu ligand inhibi¢nich
receptoti, které zprosedkovavaji inhibini signdl na MHC | nezavisly. To vy&lije
skute&nost, pré NK buiky nenapadaji nd&p buiky nervové tkas, majici velmi nizkou
expresi MHC |, anebo erytrocyty, které na svém pbur MHC | neexprimuji tbec.
Pokud NK buika pijde do kontaktu s normalni bBldou, dojde k rozpoznani MHC | a dalSich
ligandi specifickymi inhibénimi receptory, ale také dojde k vé&zbgandi s aktiv&nimi
receptory. V konégném sodtu bud’ prevazi inhibéni signaly anebo dojde k rovnovaze
aktivatnich a inhibénich signai, coz vede Kk inhibici cytotoxické reakce a nasledné
odpouténi se od rozpoznavanéiky[22,30,31].

DalSim principem je tzv. ,stress-induced recogmiti (obr. 3) podle &hoz NK buiky
eliminuji zejména infikované nebo stresem poéaéné buky vilastniho &la, u kterych pray
dochazi ke zvysené expreskiterych povrchovych molekul, jez NK bkl rozpoznavaiji jako
ligandy pro aktivani receptory. Tyto hiky sice na svém povrchu exprimuji MHC I,
ale aktiv&ni signaly zde fevazi nad inhiinimi a dojde k cytotoxické reakci [32].
Jako piklad pro lidské bikky je mozno uvést nap ligandy MICA a MICB,
které rozpoznava aktivai receptor NKG2D.

Nasledujici strategie tzv. ,non-self recognitionychazi z pedpokladu, Ze infikované
bunky exprimuji na svém povrchu molekuly charakteclsdi pro patogeny, které zdravé
bunky vibec neexprimuji. Pro tentofipad NK buiky ve své vyba¥ maji gipraveny
specifické aktivani receptory. Pro ilustraci jednim &hto receptar je u mySich NK bugk
Ly49H vazici ligand m157 produkovany mySim cytonegaem [33].

Poslednim zfisobem, kterym NK hiky vyhledavaji a nasledncytotoxicky likviduji
cilové buiky je ADCC. Roli zde hraji protilatky 1gG opsonimmé na povrchu bgh,
které NK buiky detekuji pomoci povrchové molekuly CD16 tzv.yRdl receptoru.

Tento receptor rozpoznava péavc fragment I1gG. Jakmile se tak stane, dochazpkeseni
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signaliz&ni kaskady, kter4 spousti cytotoxickou reakci NKiky[1,34]. U lidskych NK
bursk tohoto mechanismu vyuZiva spiSe podskupina C1%814]. Principu ADCC bylo
vyuzito pi klinickém testovani v boji proti rakovén kdy byly pacientm podavany protilatky
opsonizujici pra¥rakovinné biky [35].

a | Tolerance |

NK cell Healthy cell

Inhibitory MHC
~, receptor class|

Activating

Activating Hgand
receptor

Activated NK cell Tumour cell

Loss of MHC molecule
expression promotes
killing of tumour cell

Cytokines and
cytotoxic mediators

c | Stress-induced self |

ﬁctl'va NK cell Tumour cell

| Upregulation of
stress-induced
ligands promotes
killing of tumour cell

[ NK c activtio'n"

Cytokines and
cytotoxic mediators

Obr. 3 Rozpoznavani cilovych BUNNK buikami je zaloZzeno nac¢kolika strategiich.
Pri  kontaktu srozpoznavanou je vysledna reakce NKikypuurena rovnovahou
mezi aktivenimi a inhibnimi signaly [30].
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1.3 Receptory NK burék

1.3.1 Signalizace NK receptar

NK bunééné receptory jsou roztbny na zakladl svych funkci na aktivai a inhibEni.
Dale jsou receptory NK bwk déleny do dvou velkych rodin: imunoglobulinové
a C-lektinové, které budou blize popsany v nésledllj kapitolach. Kifiovymi prostedniky
NK receptorové signalizace jsou ewiid konzervované sekvence aminokyselin, jeZ jsou
lokalizovany zejména v cytoplasmatické&asti receptoru anebo také byvaji &asti
adaptorového proteinu, ktery nekovalenitmeraguje s receptorem viz. obr. 4 [36,37].

Aktivacni receptory slouzi ke zprdstkovani aktivéniho signalu dovnitdo buiky, ktery
po spusdini signaliz&ni kaskady vyusti efektorovymi funkcemiét€inou maji velmi kratkou
cytoplasmatickou doménu profgmos signélu a proto byvaji asociovany s adaptarovo
molekulou, kterd nese jeden neliotzv. ITAMy tedy ,aktivatni imunoreceptorové motivy
tyrosinového typu” zprogtdkovavajici signal dale do fiky. Pro ITAM je charakteristicka
konzervovana sekvence YxxL/Ixx(6-8)YxxL/l, kde »&i libovolnou aminokyselinu.
Adaptorové proteiny nesouci ITAM obsahuji v transrtheanove ¢asti zejména zbytek
kyseliny asparagové, jehoz zaporny naboj jeigioty kwili interakci s kladd nabitym
lysinem nebo argininem obsaZzenym v sekvenci asani&w aktivéniho receptoru
pro tvorbu oligomat. NK buiky exprimuji ti takovéto adaptorové proteiny: DAP12 Rty
a CDZ. DalSim z nich je DAP10, ktery m& ovSem odliSnAM, jehoZ sekvence je YxxM
[38,39,40]. Navazani ligandu na akiiwé receptor vede k oligomerizaci adaptorového
proteinu a receptoru, coZz ma za nasledek aktiviaateim-tyrosin-kinas z rodiny Src. Signal
je prenasen dale do bly prostednictvim fosforylace tyrosinu v sekvenci ITAM adlarové
molekuly kinasami Src. Na fosfotyrosiny z ITAM sale vazi protein-tyrosin-kinasy Syk
a ZAP70, které spougt signaliza&ni kaskadu vedouci az k efektorovym funkcim NKikyu
[41]. Odlisnou signalizani drahu vyuZziva aktivai receptor NKG2D, jehoz lidska forma
asociuje s adaptorovym proteinem DAP10. Tato dséhdiSi nap typy kinas zapojujicich
se do signalizmi kaskady [42]

VétSina doposud popsanych inkibich receptar je charakteristickaiftomnosti jednoho
nebo i vice tzv. ITIM tedy ,inhibicnich imunoreceptorovych mofivtyrosinového typu”
Vv jejich cytoplasmatick&ésti. ITIM je definovan konzervovanou sekvenci MY xxL/V,

kde x je libovolna aminokyselina.
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Obr. 4 Fiklady aktivanich a inhibénich recepta# C-lektinového typu s rozpoznavanymi
ligandy. Zndzortina je interakce s adaptorovymi proteiny DAP10 a D2Pkteré nesou
signaliza’ni motivy, a nasledna signalizace [37].

Po vazlk ligandu na inhikini receptor dochézi k fosforylaci ITIMu proteinagin-
kinasami z rodiny Src. Fosforylace vede k navapaofein-tyrosin-fosfatas SHP-1, SHP-2
nebo fosfatasy SHIP, ktera defosforyluje fosfaiityitol-3,4,5-trifosfat na 4,5-bisfosfat,
na fosfotyrosiny ITIMu skrze jejich -SH2 domény. tdainterakce zfisobuje zminu
konformace fosfatas a nasledné rapidni zvySenchjegktivity, kterou je defosforylace
klicovych molekul aktivanich signalizanich drah. Jako kibvé proteiny #kterych
aktivaénich drah je moZzno uvést ZAP70, eRty, Syk, Erk, PLCy, LAT, aVavl.
Defosforylace dchto proteii vede k inhibici aktivanich signélnich drah, coz se projevuje
finalni inhibici efektorovych funkci NK buk. Ligandy inhib&nich receptar byvaji hlavié
molekuly MHC |, kterych existuje mnoho typPro fizné druhy Zivéichi jsou specifické
raizné druhy MHC |, podl€ehoz pra¥ NK bunky rozpoznavaji, zda je Bka ®€lu viastnici
nikoli. K inhibici cytotoxické reakce tedy dochdabuze, kdyzZ je na povrchu rozpoznavané
bunky dostaténé mnozstvi spravného typu MHC | anebo jinych Ildfannhibi¢nich
receptod [43,44].

Konetny vysledek kontaktu NK hiky srozpoznavanou hkou je utovan praé
dynamickou rovnovahou mezi aktirdmi a inhib&nimi signaly. Systém rozpoznavani
pomoci NK bugcnych receptar je velmi komplexni a NK hiky k tomuto @elu exprimuji
na svém povrchu ziaé Sirokou paletu specifickych recepiasbr. 5 [45].
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Obr. 5 Porovnani &Siny znamych lidskych a mySich NK receptojejich ligand: [45].

1.3.2 Receptory imunoglobulinové rodiny

U primati jsou receptory imunoglobulinové rodiny kbddovany nge nachazejicimi
se na lidském chromosomu 19g13.4, kderitkmmplex gef ozna&ovany jako tzv. LRC
tedy leukocytarni receptorovy komplex (obr. 7 \8fr. 25). Odpovidajici genovy komplex
byl charakterizovan i u mysi, kde se nachazi neorabsomu 7, a dalSich Zzigichu
[46,47,48]. Pro tuto rodinu receptorje charakteristicka iftomnost jedné nebo vice
extracelularnich domén imunoglobulinového typu. épéary kddované LRC jsou daléleny
do dvou fiznych rodin oznévanych jako LILR ( angl. leukocyte immunoglobulike
receptors) a KIR (angl. killer cell imunoglubuliiké receptors). Na chromosomu 19q13.4
jsou téz lokalizovany geny kédujici adaptorové rkolg DAP10 a DAP12. Nejvyznandjsi
¢ast receptdrimunoglobulinové rodinyiedstavuji pra¥ KIR [46,49].
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1.3.2.1 KIR

Genotyp KIR je sloZzen ze 13 vysoce polymorfickychxprdmovanych gef

a 2 pseudogén Receptory tohoto typu se vyzmgi rozpoznavanim Sirokého repertoaru
povrchovych molekul MHC 1, jejichz lidska forma jeznaovana jako tzv. HLA
(angl. human leukocyte antigen). HLA genovy kompgkekddovan na lidském chromosomu
6 a obsahuje zdaleka nejvice polymorfisnz celého lidského genomu. Receptory
KIR rozpoznavaji molekuly HLA 1. tfdy, konkrétg izotypy HLA-A, -B a -C,
které jsou mimgadre polymorfni oproti HLA-D, -E a -F [50,51].

Receptory rodiny KIR setradi mezi transmembranové glykoproteiny |[. typu
(N-konec je orientovan extraceluléina cli se dale do dvou podrodin podle ¢po
extracelularnich domén imunoglobulinového typu tigrlike domén. D¢ takovéto Ig-like
domény obsahuje podrodina KIR2D rozeznavajici HLA&C fi podrodina KIR3D,
kterd rozezndva HLA-A a -B. Samotné domeény jsowe dddsifikovany jako DO, D1 a D2,
kde doména DO je u KIR3D recepidokalizovana nejblize N-konci a poté nasleduji dom
D1 a D2. Kratky ,ktek” odctluje extracelularni domény od transmembranovéhdkuise
a cytoplasmatické domény konkrétnich recdptee liSi svou délkou a pem ITIMG.
Receptory s dlouhou cytoplasmatickou doménou KIR2DIKIR3DL obsahuji zpravidla
jeden nebo dva ITIMy, jejichz ffiomnost poukazuje na inhimi funkci. Kratka
cytoplasmaticka doména aktiirdch receptar KIR2DS a KIR3DS neobsahuje ITIMibec.
Prostednictvim klad® nabitého lysinového zbytku upréstl transmembranowv@sti asociuji
KIR2DS a KIR3DS s adaptorovou molekulou DAP12, mesore svém cytoplasmatickém
useku ITAM, ktera je nezbytnd proigmos aktivaniho signalu [22,52]. Vyjimku tud
receptor KIR2DL4 disponujici jak dlouhym cytoplagioleym Usekem s jednim ITIMem,
tak asociujici s adaptorovou molekulowRty nesouci ITAM. KIR2DL4 ma tedyipdpoklad
pro inhibiéni i aktivatni funkce a liSi se také faktem, Ze rozeznava HLSG51].

Receptory KIR2DL1, KIR2DL2 a KIR2D3 rozpoznéavajizné alelické formy HLA-C
liSici se polymorfismy v pozicich 77 a 8yl domer téZkéhotretezce. Ligandy KIR3DL1
jsou HLA molekuly sdilejici Bw4 epitop, které repeatuji okolo 50% z lidskych HLA-B alel
a KIR3DL2 vaZze HLA-A3 a HLA-Al1l [52]. Pro vazebnaspecifitu receptdr KIR3D
s HLA-A a -B je utujici aminokyselina nachazejici se v pozici 83.

Dle trojroznmerné struktury je patrné, Ze vazebna mista KIRBACR se na molekule

HLA I. ttidy prekryvaji (viz. obr. 6 ). Usgddani vazebného mistatuje, Ze pimy kontakt
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receptoru s peptidem je mozny jen v pozicich 7razpoznavaného peptidu. Népy efekt
mohou také mit residua v dalSich pozicich interiagsjvazebnou snigou HLA I.

Q Y\ Obr. 6 Vazebna mista KIR
b "J

a offTCR na molekule HLA I.
tridy. Mista pimého
kontaktu jsou znazoena
pro KIR (ervere) pro KIR
i afTCR (Zlu¢) a pouze pro
af TCR (zele®). Oznaeny
jsou pozice 80 a 83utkzité
pro vazebnou specifitu [50].

KIR binding

site

TCR binding

site

Prekryv vazebnych mist KIR apTCR miZe byt zgsoben individualnim selé&kim
tlakem vyvijenym na HLA I.#idy NK a T bug¢nou imunitou. Z toho vyplyva zajimava
skutenost, ktera poukazuje n&titou ,soutzivost” mezi NK buikami a T lymfocyty [50].
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1.3.3 Receptory C-lektinového typu

VétSina C-lektii je charakterizovana ffpomnosti tzv. CRD (carbohydrate recognition
domain) tedy sacharid vazajici domény, ktera jakagev napovida, vaze sacharidovy ligand.
Pro C-lektiny je typicka vlastnost, e pro vazebrspecifitu CRD je nutna vazba €a
Od této vlastnosti je odvozen také jejich ndzesrykt piné forng zni ,,Calcium-type lectins”.
Samotné CRD jsou rozlkny do dvou skupin podle typu prefetad vazanych sacharid
Prvni skupina vazeipdnostd mannosu a obsahuje tzv. EPN motiv a druh&a vazakigeiu

a disponuje tzv. QPD motivem. C-lektiny se dalé da tzv. klasické a neklasické. Klasicke
C-lektiny obsahuji ve svych CRD a vazebnych misteah C&" konzervované sekvence
aminokyselin a sdileji konzervované motivy pro wazacharidu. Oproti tomu C-lektiny
neklasické nesdileji konzervované sekvence ve sWWRID a jejich ligandy mohou byt
i nesacharidové povahy [53].

Ze strukturniho hlediska jsou C-lektinové recepttignsmembranoveé glykoproteiny Il.
typu (C-konec orientovan extraceluldyns jednou extracelularni doménou C-lektinového
typu tzv. CTLD. MtSina z nich se vyskytuje ve fo#mhomo- nebo heterodimeru
stabilizovaného disulfidickymi  dstky. Jejich struktura @na cytoplasmatickou
N-terminalni doménou, pokiaje transmembranovym uUsekem, dale nasleduje tavekk
variabilni délky, ktery je spojen s C-termindini IIX. Pro CTLD je charakteristicky
tzv. ,WIGL” motiv, slozeny z hydrofobnich aminokysea dale byvaji CTLD stabilizovany
6 konzervovanymi cysteinovymi zbytky t&ioimi intramolekularni disulfidové vazby [54].
U NK burg¢nych receptar C-lektinového typu je C-terminélni doména pojmen@na jako
tzv. NKD (natural killer domain), ktera t¥iopodskupinu CTLD [55].

Rodina receptar C-lektinového typu tzv. CTLR (C-type lectin-likeeaeptors)
exprimovanych NK bikami je kodovana na lidském chromosomu 12p12.3
a na 6. chromosomu u mysSi. Skupina tgekddujici receptory C-lektinového typu
se nazyva tzv. NKC (natural killer complex) vizbro 7 [22]. NKC kddované geny
jsou rozéleny na tzv. KLR (killer cell lectin-like receptgrgeny a CLEC (C-type lectin
receptor) geny. KLR geny tedy koduji CTLR na NKnkach a CLEC geny ipdstavuji
ostatni geny zastoupené v NKC. Receptory C-lekghov typu koédované NKC jsou
klasifikovany jako V. skupina CTLR superrodiny. GeKLR a CLEC mohou byt dale
spolg&né rozctleny do podrodin  podle sekusri podobnosti kédované CTLD

s

NejdilezitejSimi genovymi podrodinami jsou KLRA kédujici my&y49 receptory, KLRC
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kodujici receptory NKG2 (vyjma NKG2D), KLRB/F kédaj NKR-P1 receptory a CLEC2
podrodina, ktera kdduje napCD69, mySi Clr a také lidské AICL a LLT1, jez lotavdi
chybi. Mezi nejvyznam#jSi rodiny receptar kddovanych NKC tedy p#t rodina Ly49
vyznamna hlavéd u mysSi, jejiz receptory rozpoznavaji MHC |, daledina NKGZ2,
jejiz receptory jsou spalaé exprimovany s CD94 a tvb s nimi disulfidicky vazané
heterodimery (vyjma NKG2D - samostatny) rozpoznivajeklasické MHC | a v neposledni
fadk také rodina NKR-P1 spaleé s receptory kédovanymi CLEC2 genovou podrodinou,
které se paruji jako fyziologické ligandy p&éésreceptory NKR-P1 [54,56].
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Obr. 7 Mapa chromosomalniho ugpdani geti v LRC a NKC wloveka. Vzdalenosti
jednotlivych gefi jsou znazorény pouze schématicky a nejsoudritku [46].

1.3.3.1 Rodina receptoit NKR-P1

Psal se rok 1989, kdyZz W. H. Chambers se svou pnasikupinou identifikovali wbec prvni
receptor NK bugk. Ucinili tak pomoci monoklonalni protilatky 3.2.3 (Id®) pripravenée
pavodre proti mySim NK biikam. Této protilatce vystavili potkani NK a A-LAkadherentni
lymfokiny aktivované zabijesské) butky a zjistili, Ze po expozici IL-2 se rapigirzvysila
exprese této povrchové molekuly. Po navazani patkyil 3.2.3 na antigen také doslo
ke zvySeni cytotoxicity a produkci enzymu souvisigd s exocytosou cytotoxickych granuli,

coz poukazovalo na pragalbdobnou aktivéni funkci tohoto receptoru.
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Analyzou imunoprecipitéit na SDS-PAGE, byl identifikovan fip neredukujicich
podminkéch protein o velikosti ~60 kDaia igdukujicich ~30 kDa. Tento vysledek prokazal,
Ze molekula se nachazi ve farndimeru [57]. DalSi studie tohoto receptoru popsala
Zesejednd o transmembranovy protein Il. typu aroyw@nim sekvence byla
odvozena jeho islusnost k lektilm C-typu. Receptor dostal nazev NKR-P1 tedy
.natural Kkiller receptor — protein 1" [58]. A takeszrodila rodina receptbr NKR-P1,
kterda se mohla z& dale roziistat. V sodasnosti rodina NKR-P1 jizxita fadu ¢lend,
jejichz souhrn se zde pokusim alespe strignosti uvest.

Receptory pdfci do této rodiny fedstavuji transmembranové proteiny Il. typu,
jez jsou fazeny do rodiny C-lektin Exprese d&chto receptar byla doposud popsana
u NK burgk, NKT lymfocyti a T lymfocyt [59,60].

Nejvice identifikovanych ¢leni této rodiny  pedstavuji  mySi  homology
NKR-P1 (CD161), kterych bylo do stasnosti objeveno Sest, a jsou jimi NKR-P1A
(viz. obr. 8), B, C, D, F a G. Byl jeSbbjeven gen pro NKR-P1E, ktery se v3ak vyskytuje
jako pseudogen [61,62,63]. Pro charakterizaci avait mySich NK bugk, zejména
u C57BL/6 mysi, byla dlouhou dobu pouZzivana mono&loi protilatka PK136 proti antigenu
NK1.1. Poté se vSak ukazalo, Ze zémiyn antigen NK1.1 je k6édovan genem pro receptor
NKR-P1C [64]. Funkci aktivéni zastavaji mySi receptory NKR-P1A, C a F, kteeSau
v transmembranovém useku pozitivmabity argininovy zbytek idezity pro asociaci
s adaptorovym proteinem FgR inhibeni roli maji receptory NKR-P1B, D a G disponujici
v cytoplasmatické domérjednim ITIMem [60,65]. Jako ligandy mySich receptdlKR-P1
byly dosud identifikovdny pro NKR-P1B a D molekufalr-b, NKR-P1F preferaeimé
rozpoznava ClIr-c, ale také molekuly Clr-g a Clr-d& u NKR-P1G je fednosti
rozpoznavana molekula Clir-f a dale také Clr-d/x la=gC Fyziologické ligandy mysSich
NKR-P1A a C doposud popsany nebyly [66,67,68].

U potkana jsou nyni znamytyii homology, a to aktiveni receptory NKR-P1A, F
a inhibini NKR-P1B a G. Potkani NKR-P1A a B u potkaypu PVG oproti opé&né funkci
rozpoznavaji shodny ligand, jimz byla charakteréwv molekula Clr11 [68,69].

Pomoci sekveini analyzy bylo zjidino, Ze vSechny mysi i potkani isoformy receptor
NKR-P1 nesou ve své cytoplasmatické dogmgmotiv CxCP(R/H) obsahujici dva cysteinové
zbytky, ktery je shodny i u CD4 a CD8 koreceptoifento motiv slouzi k asociaci
s protein-tyrosin-kinasou rodiny Src a to kinasd69, jez se uplaiuje pi signalizaci.

U potkaniho receptoru NKR-P1A bylaiimo prokdzana fyzickd asociace s P56
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Na mySich NKR-P1B a C bylo muta analyzou zjig&no, Zze bodova mutace C(S) v CxCP
motivu vedla Kk rapidnimu snizeni schopnostéchto receptar prenaSet dale
zprostedkovavany signal. Doposud nejlépe prozkoumany [¢Simaktiva&ni receptor
NKR-P1C. Jeho zesiti monoklonalni protilatkou PK136 indukuje masia@kreci IFNy.
Po zesiini dochazi pesrji k signalizaci drahou ponajici fosforylaci tyrosith na ITAM
v adaptorové molekule FgRcoz aktivuje protein-tyrosin-kinasy z rodiny Syteré spinaji
kaskadu vedouci az k aktivaci a cytotoxické redl€ibunky [64].
Receptory rodiny NKR-P1 jsou NK hkami vyuzivany spola¢ s jejich ligandy
z rodiny CLEC2 k tzv. alternativnimu ,missing sedfcognition“ mechanismu rozpoznavani
nadorovych bugk, ktery je zaloZzen na vzajemné interakci CTLD ilbtych receptar
a principu proteinového rozpoznavani [66,67,70].tbiato principu funguje rozpoznavani,
které je zaloZzeno n&ma interakci lidského receptoru NKR-P1A a jelyafidu LLT1 [71].
Praw na dvojici receptdr hNKR-P1A a LLT1 je zamiena ma diplomova prace.
Lidskému homologu receptorz rodiny NKR-P1 bude &novana pisti samostatna kapitola

a jeho ligand LLT1 bude zevrugnpopsan pozgji.

Obr. 8 Struktura mysiho receptoru NKR-P1A /edena na Grove rozliseni 2,3 A.
Unikatnim atributem struktury jsou chlaplokalizované v iseku Thr71 az Ser100 [61].
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1.3.3.2 Lidsky receptor NKR-P1A

Prvni podrobna studie tohoto receptoru pochazka ®94 od velkého fikopnika vyzkumu
NK burgk L. L. Laniera a jeho pracovniho tymu.

Gen KLRB1 pro lidsky receptor NKR-P1A (hNKR-P1A/C@1) je lokalizovan
na chromosomu 12 a nalezi do NKC stejako geny ostatnickleni rodiny NKR-P1.
Sekvenace vykazala cDNA o velikosti 738 bp simpym ¢tecim ramcem kodujicim
225 aminokyselin dlouhy protein, seplpoklddanou molekulovou hmotnosti 26 kDa.
Jedna se o transmembranovy glykoprotein Il. typtiiggado rodiny C-lektid, ktery
se vyskytuje v podab disulfidicky vazaného homodimer@éast extracelularni je tvena
158 AK. V extracelularni doménse nachazictyii potencidlni mista N-glykosylace.
V extracelularni domén je obsazeno 7 cysteinovych zhytkzcehoz 6 je lokalizovano
v Useku CRD a 1 dimeriZai cystein v oblasti tzv. kku.

Exprese hNKR-P1 probihd na 70-90% lidskych NK dburperiferni krve, také
na zhruba 25% maturovanych T lymfogyiCD4 i CD8") vyskytujicich se v periferni krvi
a dale ho exprimuji NKT lymfocyty, makrofagy a detidké buiky. Detekce hNKR-P1A
se provadi pomoci monoklonalni protilatky DX1. Aym imunoprecipitdi
na SDS-PAGE potvrdila, Ze se jedna o disulfidickpmiodimer. V neredukujicich
podminkadch byl patrny prouzek o velikosti ~80 kDa vaedukujicich ~40 kDa.
Po deglykosylaci N-glykanasou, ktera ag$tie N-glykosidicky véazané sacharidy,
se snizila molekulova hmotnost proteinu detekovama redukujicim prosedi
na SDS-PAGE na ~26 kDa a paspbeni neuraminidasy doslo pouze k mal€rgnpavodni
elektroforetické mobility. Tyto vysledky poukéazalypa pravédpodobnou gtomnost
N-glykosylace a sialovych kyselin. Porovnani amiysekinové sekvence lidského NKR-P1A
s mySim NKR-P1D vykazalo 46% homologii. S ostatnileny rodiny C-lektird
je jiz podobnost nizSi, homologie s lidskym recepto NKG2A je pouze 26% a s mySim
Ly49 a lidskym CD69 jestmensi. BisluSnost hNKR-P1 k C-lektirm podtrhuje pitomnost
konzervované sekvence ,WIGL" vyskytujici se v CRIa[72,73].

Po kultivaci lidskych NK bu&k v pfitomnosti IL-12 byl pozorovan rapidni ridt exprese
povrchové molekuly hNKR-P1A oproti kultivaci s IL-2 doSlo k vyraznému potieni
cytolytickych  aktivit NK burk zprostedkovanych receptory CD16 a p46.
Tato pozorovani naztaji, Zze by cytokinové mikroprosdi NK buiky mohlo ugitym

zpiasobem ovliviovat funkce tohoto receptoru [73].
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Lidské CD8 Tlymfocyty exprimujici na svém  povrchu hNKR-P1A
tzv. NT lymfocyty se soustd’uji prevazmi v jatrech a ve gtvnim epitelu oproti vyskytu
v periferni krvi. Byla u nich pozorovana zvysSenaotgxicita proti rekterym nadorovym
buikam narozdil od hNKR-PIAT lymfocytl a také ¥tSina hNKR-P1A T lymfocyti
exprimovala na svém povrchu jeSteceptor CD69, coz je jedna z prvnich molekul
exprimovanych $ aktivaci Tlymfocyti a NK burgk. Molekula hNKR-P1A je také
ozna&ovana jako ,marker* vSech subpopulaci T lymfacgtodukujicich IL-17 [74,75,76].

Receptor hNKR-P1A je zajimavy svou schopnosti zastajak aktivani
tak inhibiéni role. Po vazb monoklondlni protilatky anti-CD161 na hNKR-P1A ayl
u NK burek prokadzana jeho inhitmi funkce vedouci k vyraznému sniZeni cytotoxicity
a produkci IFNy a naopak u T lymfocyt hNKR-P1A spoléné s aktivovanym CD3
zesiluje sekreci IFN- a u NKT lymfocyfi spousti proliferaci, zatimco u CD8
T lymfocyti naopak inhibuje produkci TNE&- Stejny receptor tedy spousti ¢pé procesy
v NK buikach a T lymfocytech, nicméneho role u T lymfocyl zistava zatim stale nejasna.
Fyziologickym ligandem hNKR-P1A je molekula LLT1e(tin-like transcript 1) nebo také
CLEC2D, ktera pét do rodiny CLEC2. Podrokji bude tento ligand popsan v samostané
kapitole (viz 1.3.3.4) [71,77]. Nejn&jsi studie, publikovana vibznu, dokonce poukazuje
na aktiv&ni funkci hNKR-P1A na NK bikach [78].

Otazka signalizace receptoru hNKR-P1A jehoz funkgeou variabilgjSi
nez u \¥tSiny receptar zrodiny NKR-P1 #stavala dlouhou dobu nezodgaena.
Cytoplasmatickd doména disponuje aminokyselinovekvanci AIYAEL, ktera se velmi
podoba sekvenci ITIM (V/I/LxYxxL/V), avSak lisi sptitomnosti alaninu v pozici 2-uvi
tyrosinu. Tento rozdil se zda byt nepatrny, nicené@minokyselina v pozici 2-Tyr
je dle gedchozich studii pro funkci ITIMu zasadni a jejiteae vede k vyraznému snizeni
inhibicniho potencialu. Neklasicky ITIM tedy vy&ije slaby inhibéni potencial
hNKR-P1A [79]. Receptor ve své cytoplasmatické daiéproti hloda¢im homologim
také postrada motiv CxCP, ktery je nutny pro asmciakinasou p5S8, jeZ je nezbytna
pro penos signalu. Bylo prokazano, 7e s'PSeskuteéné neasociuje [80]. Pomoci
.yeast two-hybrid* systému bylo identifikovano, #enosu signalu zprastdkovavaneho
hNKR-P1A se dastni kysela sfingomyelinasa (aSMasa). Aktivace aSMrede k produkci
ceramidi a nasledné aktivaci PKB/Akt a Rsk1l/MAPKAP kinasyd nasledné proliferaci.
Receptor hNKR-P1A nese vditém useku cytoplasmatické domeény serinové zbytky

a po zeséni protilatkou je zde pra@v na serinu a nikoli na tyrosinu fosforylovan.
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Je tedy mozné, Ze tento Usek je mistem asocia@Masou, coz vSak experimentiln
potvrzeno nebylo [81].

Byla prokdzana schopnost hNKR-P1A vazatitarsacharidové epitopy. Potvrzena byla
vazba na mySi laminin, ktery obsahuje vysoké mmwbz$i-glykosidicky vazanych
oligosacharid zakortenych Gal(1,3)Gal epiptopy. Po od§teni aGal a nasledné expozici
N-acetyllaktosaminu dosSlo ke zvySeni vazby, coz kpauje na fednostnou vazbu
N-acetyllaktosaminu receptorem hNKR-P1A. Tohoto Stjii je mozno vyuzit
pii transplantacich, od§tenim N-acetyllaktosaminového epitopu, jakast€nou prevenci

proti rejekci S&pu [82].

1.3.3.3 Rodina receptoit CLEC?2

Jak zde jiz byloteceno geny kodujici receptory rodiny CLEC2 (C-typetile domain
family 2) jsou lokalizovany na NKC. Ratsem lidské receptory LLT1, AICL (activation
induced C-type lectin) a KACL (keratinocyte-asstain C-type lectin), déale hlod&v
molekuly Clr (C-type lectin related) a také v ndpdsi fadkk molekula CDG69,
ktera je konzervovana u Sirokého spektra gaReceptory rodiny CLEC2 jsou exprimovany
jak na lymfoidnich tak i myeloidnich hkach. Pro mnoho CTLR kodovanych NKC stale
nebyl fyziologicky ligand identifikovan, avSak ndievanych péi receptor/ligand
s postupemcasu stale ubyva. Mezi znamé dvojice receptoru amtigm pat u lidi
hNKR-P1A a LLT1, AICL a NKp80¢i KACL a NKp65. Hloda¥i receptory NKR-P1
se paruji s molekulami Clr (viz. kap. 1.3.3.1) [83]

U mysSi kddujecleny rodiny CLEC2 nejmén9 gerii. Molekul Clir je nyni znamo osm,
pocinaje Clr-a az po Clr-h, kde v3ak Clr-e je pseudpgedale mysi molekula CD69. Exprese
a funkce ¥tSiny Clr molekul je dodnes prozkoumana gom3 malo, zdaleka nejvice
popsanym c¢lenem je molekula Clr-b. Protein Clr-b je exprimovana \tSine
hematopoetickych bwk a byl identifikovan jako ligand pro mySi receptor
NKR-P1B a D. Dale byla popsdna molekula Clr-g. Ieginskripty byly identifikovany
u DC zkostni tend, makrofag, LAK a aktivovanych T lymfocyt. Byla definovana
jako ligand pro NKR-P1F, n&rstwjSi studie vSak popsala, Ze NKR-P1F §el&pe vaze
Clr-c. Transkripty Cir-f byly detekovany u IL-2 akbvanych NK bugk a v rékterych
tkanich. Molekula CIr-f bylo nedavno identifikovanako ligand pro mysSi receptor
NKR-P1G. Receptory NKR-P1F a G také vazi molekulidCale interakce je poémeé slabéa
[54,68].
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Molekula CD69 je kddovana genem CLEC2C a jak jiz &iylo zmigno, je ¢asnou
molekulou exprimovanou ip aktivaci leukocyt v misg¢ zarétu. Molekula CD69
je transmembranovy glykoprotein Il. typu, kteryiv@99 aminokyselin a vyskytuje se jako
disulfidicky homodimer s vysoce glykosylovanymi peahotkami. Exprese CD69 probiha
na WtsSine hematopoetickych bik. Molekula CD69 po zesiti monoklondlni protilatkou
indukuje mobilizaci intracelularniho &a Presna role CD69 v imurit nebyla doposud
rozteSena spote¢ s identifikaci jejiho fyziologického ligandu. ¢Roli predchozi studie
in vitro nazngovaly, Zze CD69 je aktivai molekula u #iznych subpopulaci leukodytdalSi
studie u CD69-deficientnich mysi poodhalila nendhetnou roli tohoto receptoru
pfi negativni regulaci imunitni odpe&sli prostednictvim produkce cytokinu TGE-
(transforming growth factor). Molekula CD69 mackivy vyznam v patogenezi artritidy
a alergického zaiu dychacich cesttpzeslabeni imunitni odpeédi, coz ji ¢ini jako mozné
misto terapeutického zasahu [84,85,86,87].

Kromé molekuly CD69 lidské proteiny AICL, KACL a LLT1,ddované rodinou gén
CLEC2, tvai pary ligand/receptor s receptory rodiny NKR-P&jddrstwjSim ¢lenem rodiny
CLEC2 je molekula KACL (kédovanad genem CLEC2A), @puZzi jako ligand receptoru
NKp65. Transkripty KACL byly detekovany vyhragn lidské Kizi oproti Sirokému vyskytu
transkripfi ostatnich ¢leni této rodiny na hematopoetickych tach. Protein KACL
specificky exprimovany na keratinocytech se vysjgtwe forng nedisulfidického
homodimeru na rozdil od ostatnich proteinodiny CLEC2, které jsou homodimery
disulfidickymi. Prostednictvim interakce s receptorem NKp65 stimulujdigekych buikach
NK92MI cytotoxicitu a produkci IFNr. Vazba KACL na NKp65 je extréminsilnd
(Kq = ~0,01 uM) [88]. Dalsim lidskym proteinem, jez kgel gen CLEC2B je AICL.
Molekula AICL je fyziologickym ligandem pro recept?NKp80. Transkripty AICL jsou
detekovatelné na granulocytech, monocytech a lyyéaot v periferni krvi. Etomnost AICL
byla dale prokdzana nac¢kolika malignich liniich myeloidniho gwodu, rekterych
nehematopoetickych khikdch a také na vzorcich jaterni rakovinné &aafinita AICL
k NKp80 (Kg = ~4 uM) jiz neni tak vysoka jako u KACL/NKp65. émakce AICL,
exprimovaného na malignich iikéch, s receptorem NKp80 stimuluje cytotoxicitu Kinek
a pamtovych CD8 T lymfocyt. Na monocytech dochazi ke zvySeni exprese AICL
v pritomnosti lipopolysacharid a rekterych prozaglivych cytokini. Tato interakce
receptoru NKp80 s ligandem AICL takeé stimuluje ,ssetalk” mezi NK biikami a monocyty
a mezi partovymi T lymfocyty a makrofagy. Vyznam této vazbyceetor/ligand tedy
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spa:iva také v regulaci imunitni odpédi v ¢asnych fazich infekce nebo chronickéhoéran
[54].
Poslednim vyznamnym lidskym receptorem rodiny CLE@2 molekula LLT1,

které bude $novana nasledujici kapitola.

1.3.3.4 Lidsky receptor LLT1

Prvni tento receptor popsal v roce 1999 K. S. Bslesvym pracovnim tymem.¢ldili tak
pomoci chromosomového mapovani a porovnanim sekvéia&to Fedpowdéli podobu
lidského ortologu mySich molekul Clr. Ziskany irtselDNA se sestaval z 850 bp s dtwm
¢tecim rdmcem a sekvence sestavajici se ze 191 Ilayselm odpovidala
transmembranovému proteinu 1l. typu. Intracelulamddménu milo tvorit 30 AK,
transmembranovy Usek 29 AK a 132 AK extracelulatast. Byly gedposzeny dw
potencialni mista N-glykosylace [8®ada tchto gredpoklad byla nasled& potvrzena.

Protein LLT1 nebo také hOCIL (osteoclast inhibitéegtin) je kédovan genem CLEC2D,
ktery stej jako sousedni gen KLRB1 (kodujici hNKR-P1A) lea 42. chromosomu
v NKC. Jedna se o transmembranovy glykoproteirtyfpu a byl popsan jako disulfidicky
vazany homodimer paci do rodiny C-lekti. Celou sekvenci twd 191 aminokyselin,
z¢ehoz extracelularni doména je tepa 132 AK a C-lektinovA doména 112 AK.
Monoklonalni protilatkou anti-LLT1 bylo imunopredipvano LLT1 a analyza
na SDS-PAGE v neredukujicim priedi vykazala velikost proteinu ~65 kDa
a Vvredukujicim ~35 kDa, coz dokazovalo, Ze se gedm disulfidicky homodimer.
Po Stpeni neuraminidasou a PNGasou protein vykazal dakegici SDS-PAGE velikost
~25kDa, ¢imZz byla prokdzana ifilomnost glykosylace [79,90]. Mira homologie
s ostatnimi ¢leny rodiny CLEC2 je vcelku vysoka, s AICL (67%) GD69 (57%)
a s mysimi ortology CIr vykazuje LLT1 homologii 48% [91]. Pra¥ porovnanim sekvence
LLT1 s hCD69 pracovnim tymem J. Kamishikiryoa byldvozena mutace histidinu 176
za cystein, za delem vytvdeni disulfidové vazby s neparovym cysteinem 163slauné
stabilizace C-lektinové domény [92]. Takto uprauerextracelularni doménu jsem posléze
piipravoval v rdmci mé diplomové prace.

Protein LLT1 je exprimovan zejména na B lymfocyteBYC aktivovanych ligandy TLR
(toll-like receptor), NK bikach, T lymfocytech, ¢terych monocytech a ve zvySenéieni
je exprimovan aktivovanymi B lymfocyty. Exprese LLTprobihd také na osteoblastech,
chondrocytech a jinych &kkych tkanich [79,90,93,94].
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Jednou z funkci LLT1 neboli hOCIL, exprimovanéhoaséeoblastech (kostnichiikéch),
je inhibice formace a funkce osteokiaskteré odbouravaji kostni tkdTento protein je tedy
nezbytny pro udrZeni nepatogenni urdbwesorpce kosti, nyni vSak bude braetel spiSe
na funkce LLT1 v imunitnim systému [90].

Sila interakce receptoru hNKR-P1A sjeho fyziolégim ligandem LLT1 neni nijak
vysokd (Ky = 48 uM) [92]. Funkni analyza prokazala, Ze navazani specifické momdkhi
protilatky L9.7 na LLT1 na povrchu YT NK bk, indukovalo produkci IFNy ale nedoSlo
k ovlivnéni cytotoxicity [93]. DalSi studie potvrdila prodeikiFN-y po interakci hNKR-P1A
na NK buikdch s LLT1 na cilovych hikach, avSak prokazala inhibici cytotoxicity NK
burék. U T lymfocyth byly prokazany protiaddné &inky této interakce [71,79].
Vysledek interakce tedy zasadovliviiuje, na kterém typu bk se tyto proteiny nachazeji.
Exprese LLT1 na aktivovanych B lymfocytech a detickych buikach napovida, Zze by dalSi
funkci mohlo byt ovlivini ,cross-talku“ mezi NK bikkami a antigen prezentujicimiikami
[79]. Lidské glioblastomové hiky prokazaly zvySenou expresi LLT1 na svém povrchu,
ve snaze uniknout ipd imunitnim dozorem NK bughk, ¢imz chely vyuzit inhibice
cytotoxicity NK burék prostednictvim interakce LLT1 s hNKR-P1A [95]. Po akiiva
imunitnich bugk exprimujicich LLT1 nap piitomnosti patogahnebo rkterymi cytokiny,
dochazi k vyraznému zvySeni exprese tohoto protehuantigen prezentujicich békn
zvySuje expresi LLT1 ysobeni IFNy. Fi virové infekci dochazi ke zvySeni exprese LLT1
u B lymfocyti, coZz ma za nasledek inhibici funkci NK kln ale na druhou stranu také
kostimulaci proliferace T lymfocyt produkci IFNy a zvySenou sekreci IL-17 spéi®u
souhrou aktivace CD3 a hNKR-P1A. Z§g€ poznatky poukazuji, Ze LLT1 spé&he
s hNKR-P1A hraji svou roli v modulaci imunitni opmlgdi na patogeny [77].

Molekula LLT1 disponuje kratkym cytoplasmatickymeésm, ktery postrada ITAM
i ITIM a ve svém transmembranovém Uuseku nese EKladabity argininovy zbytek,
coz ji predukuje k asociaci s adaptorovym proteinem a p¢pedobné aktivéni funkci.
Popis signalizace LLT1 popisuje nasledujici stuthemodelu produkce IFM-indukované
interakci LLT1 exprimovaného bagnou linii NK92 s hNKR-P1A exprimovaného cilovymi
bunkami K562. Jednotlivé signalizai molekuly byly determinovany pomoci specifickych
farmakologickych inhibital. Prenos signalu proidnictvim fosforylace zpragtdkovavaly
protein-tyrosin-kinasy typu rodiny Src, dale p38 KA a také ERK viz. obr. 9 [94].
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Obr. 9 Schéma pra¥podobné signalizace receptoru LLT1 vedouci k produkN-y
u burk NK92. Znézoréna je asociace LLT1 s adaptorovym proteinem nesoudiAM
a dale jsou ozn&na mista inhibice farmakologickymi inhbitory [94].

Vazebné testy suaenymi sacharidy prokazaly, Ze LLT1 rozpoznava aevaz
sulfatované vysokomolekularni glykosaminoglykankojanag. dextran-sulfat, fukoidan
neboA-karagenan. Pokud v3ak nebyl dextran sulfatovan1Lb® nevézalo, coZ vypovida
0 duleZitosti sulfatace u rozpoznavanych polysactiari8pecificky vazané sulfatované
glykosaminoglykany, které rozpoznava LLT1 se vyskyzejména v pojivovych tkanich,
v kiizi a v kostech, kde je také exprimovano LLT1. Tefakt poukazuje na roli LLT1

pii rozpoznavani extracelularni matrix, ané adhezi a mezibgénych interakcich [96].
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. CILE PRACE

* Produkce extracelularni domény proteinu hNKR-P1A VE. coli.

» Optimalizace renaturace a purifikace proteinu hNKR-P1A.

» Charakterizace proteinu pomoci hmotnostni spektromeie.

» Pr¥iprava expresnich plazmiai pro produkci proteinu LLT1.

» Produkce extracelularni domény proteinu LLT1 VE. cali.

* Renaturace a purifikace proteinu LLT1.

» Charakterizace proteinu pomoci hmotnostni spektromtie.
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3. MATERIAL

3.1 Fistroje a pomicky

Analytické vahy AL54

Automatickeé pipety P2-P1000
Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga J-6M

Centrifuga MPW-375

Centrifuga VSMC-13

Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifuga Spectrafuge 16M
Centrifug&ni koncentratory Amicon Ultra
Dialyzatni trubice Spektra/Por
Hmotnostni spektrometr ULTRAFLEX I

Mettler ToledoJUSA

Gilson, USA

Beckman CoultetJSA
Beckman Coultel)SA
Mechanika Precyzyjndolsko
Shelton scientificJSA
Hermle,Némecko
Edison,USA

Millipore, USA

Spektrum Laboratoried)SA

Bruker,Némecko

Hmotnostni spektrometr APEX Ultra 9,4 T FT-I@Ruker, Némecko

HPLC systém BioSys 510

HPLC systém AKTAbasic

HHPLC systém Agilent 1200
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit

JETQUICK Plasmid Purification Spin Kit

Kolona Magic C18 AQ

Kolona Superdex 75 10/300 GL
Kolona Superdex 200 10/300 GL
Ledova UBE 50-35
Luminiscentni analyzator G-Box
Magneticka michéka mM 2A
MicroTrap
Monochromatorovétecka destiek Safiré
Napdajeci zdroj EPS 500/400
Napdjeci zdroj MP-250V

pH metr®200

Beckman CoultetJSA
GE HealthcareNémecko
Agilent,USA
GenomedNémecko
GenomedNémecko
Michrom,USA

GE HealthcareNémecko
GE HealthcareNémecko
Ziegra,Némecko
SyngeneUK

Laboratorni gistroje PrahaCR
Michrom,USA
Tecan,Svycarsko
Pharmacia Svédsko
Cleaver ScientificUSA
Beckman Coultel)SA
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predvazky HF-1200G AND, USA

Souprava pro elektroforézu Bio-Rad,USA
Souprava pro elektroforézu Sigma-AldrichUSA
Souprava pro ultrafiltraci Sigma-AldrichUSA
Spektrofotometr DU-70 Beckman CoultetJSA
Termalni cyklator EppendorfNémecko
Termostatovany mixér EppendorfNémecko
Trepaka na Erlenmeyerovy by Gallenkamp Ltd.UK
Trepaka na zkumavky BigGer Bill ThermolyneUSA
Ultracentrifuga Optima LE-80K Beckman CoultetJSA
Ultrafiltra¢ni membrany Sigma-Aldrich USA
Ultrazvukova laze KRAINTEK,Slovensko

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 47C0le-Parmer InstrumCo., USA

UV lampa UVGL-58 Science companySA
Vakuova odparka Speedvac Jouan,Francie

Vialky se septem Agilent,USA
Vortexovy mixer VELP Scientificaltalie
Zdroj deionizované vody MilliQ Millipore, USA
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3.2 Chemikalie

Aceton

Acetonitril

Agar

Agarosa

Ampicilin

Akrylamid

L-Arginin hydrochlorid
ATP

Azid sodny
Bacto-tryptone

Bacto-yeast extract

3-(benzyldimethylamonium)propansulfonat

Bromfenolova motl

BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250
DMSO

Cystamin

Cysteamin

Cinidlo pro stanoveni dle Bradfordové
Diethylether

dNTP

DTT

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Glycin

Glutathion (oxidovana/redukovana forma)

Guanidin hydrochlorid

Merck,Némecko
Merck,Némecko
Oxoid,USA
Invitrogen,USA
Biotika, SR
Sigma-AldrichUSA
Sigma-Aldrich USA
FermentasKanada
Sigma-AldrichUSA
Oxoid,USA

Oxoid, USA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Serva,Némecko
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichlJJSA
Bio-Rad,Némecko
Merck,Némecko
FermentasKanada
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Lach-Ner,CR
Jersey Lab Suppl{JSA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
Jersey Lab SupplySA
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Hydroxid sodny

Chlorid haecnaty

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty

IPTG

Isopropylalkohol

Kanamycin
a-kyano-4-hydroxyskiicova kyselina
Kyselina octova
B-merkaptoethanol
methyl{3-cyklodextrin
N-ethylmorfolin
N-laurylsarcosin
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Octan sodny

Peroxodisiran amonny

Q Sepharosa FF

Sacharosa

SDS

Siran hdecnaty

Standardy pro agarosovou elektroforézu
Standardy pro SDS-PAGE
TCEP

TEMED

Tetracyklin

Thiosiran sodny

Tris

Triton X-100

X-Gal

Ostatni chemikalie

Lach-Ner,CR
Sigma-AldrichUSA
Lach-Ner,CR
Lach-Ner CR
Sigma-Aldrich USA
Lach-Ner,CR
Sigma-AldrichUSA
Bruker,Némecko
Lach-Ner,CR
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Fluka, Svycarsko
Sigma-AldrichUSA
Sigma-AldrichUSA
Lach-Ner,CR
Sigma-Aldrich USA
GE HealthcareNémecko
Lach-Ner,CR

Jersey Lab Suppl{JSA
Sigma-Aldrich USA
New England Biolabd)SA
Sigma-Aldrich USA
Thermo ScientifidJSA
Serva,Némecko
Jersey Lab Suppl{JSA
Sigma-Aldrich USA
Serva,USA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Lach-Ner,CR

VSechny pouzité chemikalie byly pouzity v nejvyg8mekn¢é dostupné&istote.
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3.3 Enzymy

DNAsa | (deoxyribonukleasa 1)

Deep Vent polymerasa (2 000 U/ml)

Glu-C

Chymotrypsin

Restrikéni endonukleasa BamH | (20 000 U/ml)
Restrikni endonukleasa Hind 1l (20 000 U/ml)
Restrikkni endonukleasa Nde 1 (20 000 U/ml)
Restrikni endonukleasa Not | (10 000 U/ml)
Restrikéni endonukleasa Pst | (20 000 U/ml)
Restrilkéni endonukleasa Xba | (20 000 U/ml)
Restrikéni endonukleasa Xho | (20 000 U/ml)
RNAsa | (ribonukleasa I, 10 mg/ml)

T4 DNA ligasa (5 000 U/ml)

Trypsin

3.4 Inhibitory proteas

Leupeptin
Pepstatin
PMSF

3.5 Vektory

pBluescript Il SK (+)
pET-30a-(+)

Sigma-Aldrich USA

New England Biolabd)SA
Roche Némecko

Roche Némecko

New England Biolabd)SA
New England Biolabd)SA
New England Biolabd)SA
New England Biolabd)SA
Sigma-Aldrich USA

New England Biolabd)SA
New England Biolabd)SA
Sigma-Aldrich USA
FermentasKanada

Promega USA

Sigma-AldrichUSA
Sigma-AldrichUSA
Sigma-AldrichUSA

StratagenelJSA
NovagenUSA
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3.6 Bakterialni kmeny

* Nova Blue:E. coliendAl hsdRA7K 1, mKi,") supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
F'[proA'B* lacl Z4M15::Tn10Q] (Tef?)
Novagen USA

+ BL21-Gold (DE3):E. coliB F omprl hsdS(rB mB) dcm' Tet gal (DE3) endA Hte
StratagenelJSA
+ BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL straifE. coliB F omgl hsdS(rB- mB") dcmi' Tet gal
MDE3) endA Hte [argU proL Cand] [argU ileY leuw Strep/Spet

StratagenelSA
3.7 Primery pro PCR

e Piimy primer: LLT1 Q65 FW Generi-Biotech(CR
5- CGC ATATGC AAG AGC CAT CAG - 3

* Reverzni primer: LLT1 Q65 REV Generi-BiotechCR
5-CGAAGC TTAGAC ATG TATATC TG -3

e P¥imy primer: LLT1 L71 (H176C) FW Generi-Biotech(CR
5 -GCC ATATGC TTC AAG CTG CAT GCC CAG - 3

* Reverzni primer: LLT1 L71 (H176C) REV Generi-Biotech(CR

5 - CGG CGG CCG CTT AGA CAT GTATAT CTG ATT TGG¥F

3.7 Roztoky a pufry

e Barvici roztok pro SDS elektroforézu: 45 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kyselina
octova, 0,25 % (w/v) CBB R-250

» Dialyza¢ni pufr : 15 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM Nai\pH 9,0

» Elektrodovy pufr: 10 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS, B3

e EP pufr. 20 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA, 15% sacharosa, @mm lysozym,
0,2 mg/ml RNAasa, 0,1 mg/ml BSA

» Odbarvovaci roztok pro SDS elektroforézu:35 % (v/v) ethanol, 10 % (v/v)
kyselina octova

* Guanidinovy pufr (hnNKR-P1): 6 M Guanidin-HCI, 10 mM DTT, pH 8,0
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Guanidinovy pufr (LLT1) [92]: 6 M Guanidin-HCI, 50 mM MES,

100 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 6,5

LB agar: 1,5% (w/v) agar v LB médiu

LB médium: 1% (w/v) bacto-trypton, 0,5% (w/v) bacto-yeast agty

1% (w/v) NaCl, pH 7,4

NEB 1 pufr (10 x konc.):10 mM Bis-Tris-propan-HCI, 10 mM Mggil

1 mM DTT, pH 7,0 New England Biolabg)SA)

NEB 2 pufr (10 x konc.):10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCJ, 50 mMNacCl,

1 mM DTT, pH 7,9 New England Biolabg)SA)

NEB 3 pufr (10 x konc.):50 mM Tris-HCI, 10 mM MgGJ, 100 mMNacCl,

1 mM DTT, pH 7,9 New England Biolabg)SA)

NEB 4 pufr (10 x konc.):20 mM Tris-acetat, 50 mM GIEOOK,

10 mM(CH;COO) Mg, 1 mM DTT, pH 7,9 ew England Biolab3)JSA)
N-ethylmorfolinacetatovy pufr: 100 mM N-ethylmorfolinacetat, pH 8,3

PCR ThermoPol buffer (10 x konc.) pro Deep Vent DNApol.: 100 mM KClI,
100 mM (NH,)2SOq, 200 mM Tris-HCI, 1% Triton X-100

(New England Biolabg)SA)

PD1,PM1 pufr: 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, RNAsa (0,1 mg/ml), pHO8
PD2, PM2 pufr: 0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS

PD3, PM3 pufr: 3,1 M CHCOONa, pH 5,5

PEQ pufr: 0,1 M CHCOONa, 0,6 M NaCl, 0,15% (v/v) Triton X-100, pH 5,0
PW pufr: 0,1 M CHCOONa, 0,8 M NaCl, pH 5,0

PEL pufr: 0,1 M Tris-HCI, 1,25 M NaCl

PBS pufr: 10 mM NgHPQ,, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM BHPO,, pH 7,4
Promyvaci pufr pro izolaci inkluznich télisek: 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl,
1 mM merkaptoethanol, 1 mM NaNpH 7,4

Pufr pro agarosovou elektroforézu -TAE pufr, 1 x kancentrovany: 40 mM Tris,
20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA

Pufr A pro ionexovou chromatografii: 15 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl,

1 mM NaN;, pH 9,0

Pufr B pro ionexovou chromatografii: 15 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM Na}\
pH 9,0
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Pufr pro gelovou filtraci (hNNKR-P1A): 15 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM
NaNs, pH 9,0
Pufr pro gelovou filtraci (LLT1 H176C): 15 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 8,0
Pufr pro Stépeni Glu-C: 50 mM NH;Ac, 10% acetonitril, pH 4,0
Pufr pro Stépeni chymotrypsinem:50 mM N-ethylmorfolinacetat, 10% acetonitril,
pH 7,8
Pufr pro Stépeni trypsinem: 50 mM N-ethylmorfolinacetat, 10% acetonitril, pH7,
Pufr pro T4 DNA ligasu (1 x konc.):50 mM Tris-HCI, 10 mM MgGJ, 10 mM DTT,
1 mM ATP, 25 ug/ml BSA, pH 7,9-ermentasKanada)
Pufr s detergentem pro izolaci inkluznich &lisek: 0,5% (w/v) Triton X-100,
50 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl, 1 mM merkaptoetharbinM NaN;, pH 7,4
Renatura¢ni pufr B12 [97]: 50 mM Tris-HCI, 0,5 M L-arginin, 240 mM NacCl,
1 mM KCI, 1 mM EDTA, 6 mM red. glutathion, 4 mM oglutathion, pH 9,0
Renatura¢ni pufr (LLT1 H176C) [92]: 100 mM Tris-HCI, 1 M L-arginin,
2 mM EDTA, 6,73 mM cysteamin, 3,73 mM cystamin, §}9
Roztok L1: NaClQy, octan sodny, TBEGenomedNémecko)
Roztok L2: ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCIGenomedN¢mecko)
Sacharosovy lyzé&ni pufr pro izolaci inkluznich télisek: 25 % (w/v) sacharosa,
50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM Nad pH 7,4
Smés akrylamidu: 29 % (w/v) akrylamid, 1 % (w/v) N,N’-methylen-bakrylamid
Stop pufr (Loading Dye): 50% glycerol, bromfenolova médethanol, TE pufr
TE pufr: 10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, pH 8,0
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 50 mM Tris-HCI, 12 % (v/v) glycerol,
4 % SDS (w/v), 0,1 % (w/v) bromfenolova nip@ % (v/v) p-merkaptoethanophH
6,8
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 50 mM Tris-HCI,
12 % (v/v) glycerol, 4 % SDS (w/v), 0,1 % (w/v) donfenolova mot] pH 6,8
Zasobni koncentrace antibiotik:

ampicilin 150 mg/mi

kanamycin 50 mg/mi

tetracyklin 5 mg/ml
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4. METODY

Byly pouzity postupy a metody, které jsou zaloZeway dlouhodobé praxileni laboratde
a WwtSina z nich je ve standardni fofmvedena v manualu [98].

4.1 Friprava expresnich plazmidi

4.1.1 Polymerasové&etézova reakce — PCR

Tato metoda je hofnvyuzivana k amplifikaci (zmnozeni) tseku DNA ohit@mého znamymi
sekvencemi. Reakce probiha &kalika krocich, poéinaje denaturaci DNA na &wlakna

pii vysoké teplat, poté nasedaji primery (tzv. annealing) a nakopembihda samotna
polymerace DNA fidanou polymerasou. Cely proces probihd opakbvarcyklech,

poté byva jeden krok ten pro dosyntetizovani koindDNA a nakonec je re&ki smes

ochlazena. Amplifikace DNA byla prov&da s navrzenymi a kom@e dodanymi

oligonukleotidy (primery). Reakce byly pipetovdnyo dkon€&ného objemu 50 pl
a amplifikace DNA probihala v tepelném cyklatorupEpdorf. SloZeni re&ki snesi

viz. tab 1. Koncentrace templatu pro Q65 byla Julg/pro L71 (H176C) 4,4 pg/ul.

Tabulka 1 — SloZeni reakni smési pro PCR (objemy uvedeny v pl):

LLT1 L71 (H176C)

30,5 30

1,5 1,5

1,5 1,5

5 5

5 5

5 5

1 1,5
0,5 0,5
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Teplotu pro nasedani oligonukleatigsme volili giblizné¢ o pst stupia nizsi, nez byla
uvedend teoreticka teplota denaturace duplexu DMyjsledek reakce byl analyzovan

na 1,2% agarosovém gelu. Pouzité programy pro BGIRyvedeny v Tab 2.

Tabulka 2 — Program pro PCR (Teplotni profil)

krok pocet cykha | teplota [°C] | ¢as [min]
1 1 94 2
94 0,5
2 30 42 (50)* 0,5
72 1
3 1 72 10
4 1 4 00

* teploty annealingu: 42 °C pro primery LLT1 Q65@ °C pro primery LLT1 L71 (H176C)
00 setrvani pi teplot 4 °C
Po skokeni programu bylo z re&ki snesi odebrano 10 pl a bylyidany 2 pl stop pufru.

Takto gipravené vzorky byly naneseny na agorosovy gel.

4.1.2 Elektroforéza DNA v agarosovém gelu

Tato metoda je vyuzZivana krageni nizné dlouhych fragmerit DNA a také
je mozno piblizn¢ odhadnout i kvantitu vzorku s pomoci standardiesipe koncentraci. Gel
byl pripraven rozpugnim 0,5 g agarosy ve 40 ml TAE pufru p@jiti varem. Tekuty gel byl
zchlazen gblizn¢ na 50°C, bylo gidano 2 ul roztoku EtBr (10 mg/ml), byl nalit
do predem pipravené variky a po pilozeni ,hrebenu“ byl gel ponechan ztuhnout
pii laboratorni teplat Po odstragni hfebenu byla vagka s gelem umisha do soupravy

a prevrstvena TAE pufrem. Do jednotlivych jamek potoylymaneseny analyzované vzorky.
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Elektroforéza probihala fp konstantnim nafii 80V po dobu 60-90 minut.
DNA nesouci zaporny naboj putuje ke kladné elektradragmenty otrzné velikosti putuji
rozdilnou rychlosti. K vizualizaci roztenych fragmeni DNA byla pouzita UV lampa.
Vyuziva se zde fluorescence ethidiumbromidu, kietgrkaluje mezi vlakna dvouSroubovice

DNA. Velikost fragmeni byla ugena porovnanim se standardem.

4.1.3 Extrakce DNA z agarosového gelu

Dostaténé rozdéleni fragmeni bylo kontrolovano na UV lang Pokud byla DNA z gelu
dale pouzivana, kontrolarippmnosti fragmerit byla provedena zasatinllouhovinnym UV
z&enim (365 nm), protoZe kratkovinné (254 nm) siceokimje lepSi viditelnost,
ale mize zpisobit nezddouci mutace. Skalpelem byitiziyut gel s izolovanym fragmentem
a penesen do mikrozkumavky. Izolace probihala pomoomd&ni soupravy firmy
Genomed. Ke vzofin gelu byl gidan roztok L1 (100 mg gelu/300 pl L1) a pébla
inkubace 15 min ip 50 °C. Roztok byl feveden do kolonky a centrifugovan fi4 000 g,
1 min. Prosly roztok byl odlit, bylofflano 0,5 ml roztoku L2 a odstkno (14 000 g, 1 min).
Prosly roztok byl odlit a afi prokehla centrifugace za stejnych podminek. Bytim@no 50 pl
destilované vody a preéhla centrifugace (14 000 g, 2 min) do nové mikronkuky. Bylo

ziskano 50 pl roztoku extrahované DNA.

4.1.4 Restrilkni Stépeni

Pro kontrolu spravnostifjpravené DNA nebo ffjpravu fragmentu pro naslednou ligaci
se pouzivaji tzv. restréki endonukleasy, které ¢gi specificky na fesré definovanych
mistech uvnit fettzce DNA. Po minipreparativni izolaci plazmidové DNvebo PCR bylo

k 9 ul roztoku DNA pidano 1,1 pl gislusného 10 x koncentrovaného NEB pufru a 0,5 pl
kazdého restrigniho enzymu, fipadré také 0,5 ul BSA (10 mg/l). S¥s byla inkubovana
1-3 hodiny i 37 °C. Stpeni bylo ukoteno gidanim Stop pufru a vysledek byl analyzovan

pomoci agarosove elektroforezy.

4.1.5 Ligace DNA

Pfi ligovani inzertu je nutné, aby vektor byl lineavany a mil komplementarni kohezni
konce stejat jako vnaSeny inzert. Roztok inzertu (300 ng) atek (100-300 ng) byl smisen
se 2pul 10 x koncentrovaného pufru, 0,3 ul 20mMPA®R 1ul T4 DNA ligasy
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a reakni smes byla doplgna do 20 pl ddbD. Inkubace probihalai@s noc g laboratorni
teplo€. Poté bylo 10 pl ligéni snmési pouZzito na transformaci kompetentnich &un

4.1.5.1 Ligace DNA v kombinaci s restrignim Stépenim

Tato metoda se pouziva zejmén# fgaci inzertu DNA stupymi konci do vektoru
pBluescript SK+. Bylo smiseno 15,5 ul roztoku po RPG@ linearizovaného vektoru
a bylo gidano 2 pl 10 x koncentrovaného NEB4 pufru, 0,2@imM ATP, 0,5 ul T4 DNA
ligasy a 0,5 ul restriniho enzymu Smal Objem byl doplan do 20 pl ddkO.
Reakce byla inkubovana 4 hodinyi paboratorni teplat Poté bylo 10 pl liggni snesi

pouZzito na transformaci kompetentnich &un

4.1.6 Transformace kompetentnich buék tepelnym Sokem

Dlouhodobé skladovani kompetentnich &urprobihd pi -80 °C. Nejdive byly buiky
ponechany 10-20 min pozvolna roztat na ledu, potemnim byl pidan plazmid

(1 ng/200 pl bugk) a snes byla inkubovana 30 minut na ledu. Poté byl prevettv. tepelny
Sok, bakterie byly na 40-50 s zaty na 42°C ve vodni lazni a ihned potom uloZeny na led.
Po jedné minut byl k suspenzi fddan 1 ml LB média bez antibiotik a nasledovalauindéce

1 hodinu i 37 °C. Po skoneni inkubace byly hiky centrifugovany i 2 500 g po dobu
30 s a peleta byla po resuspendovani v 50 ul LBianmé&zetena na misku s tuhym médiem
a pislusnymi antibiotiky vyZzihanou, ochlazenou skieou tyinkou. Nakonec byly misky
inkubovany pes noc p 37 °C. Na misce se poté namnozily pouze bakterie, khajaly
plazmid nesouci resistenci na antibiotikurfiblizné za 15-30 hodin do vyt¥eni viditelnych

jednotlivych kolonii.

4.1.7 Modro-bila selekce (Blue-white screening)

Pro lepSi selekci klans @ijatym plazmidem obsahujici vioZeny inzert byla wmata technika
modro-bilé selekce. Je zaloZena na vektoru pBlipgssK+, ktery ve svém polyklonovacim
mis& koduje B-galaktosidasu &pici X-Gal na modry produkt. Pokud je vSak do vekto
vloZen inzert, je gen prf-galaktosidasu poruSen. Selekce probihala na min#a které
bylo pidano 20pul X-Gal (50 mg/ml v DMSO) jako substrat-galaktosidasy
a 100 pl 100 mM IPTG pro indukci jeji exprese. Koonesouci plazmid s inzertemstaly

bilé a kolonie s plazmidem bez inzertu se zbakilynodra.
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4.1.8 Minipreparativni izolace plazmidové DNA pomotsoupravy

Tomuto postupuiedchazelaipprava nénich bakterialnich kultur. Z misek byly aseptickymi
paratky vypichnuty jednotlivé kolonie a byl jimi &kovan 1 ml LB média sifslusnymi
antibiotiky. Poté byly kulturyiepany (220 ot./min)ies noc g 37 °C.

Vybrané neni bakteridlni kultury (1 -3 ml) byly odstény (12 000g, 2 min)
a z pelet byla izolovana DNA pomoci kortr soupravy. K peletam bylofigano 200 ul
roztoku PD1 a pelety resuspendovany pomoci pipesuspenzi bylo fidano 200 ul roztoku
PD2, snds byla promichana opakovanym ¢éaim mikrozkumavky a ponechana inkubovat
2 min @ laboratorni teplat Poté bylo pdano 300 pl roztoku PD3 a s$m byla ihned
promichana stejnym #pobem. Nasledovala centrifugace 14 000 g, 3 mipefiatant byl
pieveden do kolonky uloZzené v mikrozkumavce a potéckwtrifugovan 14 000 g, 1 min,
prosla frakce byla odlita. Do kolonky bylaigano 400 pl roztoku W1 a centrifugovano
14 000 g po dobu 1 min. Poté byl prosly roztok ipdléle bylo pidano 600 ul Wash roztoku
a nasledovala centrifugace 14 000 g, 1min. Naérzabylo pidano 50 pl ddkO
(predeltaté na 65-70 °C), preéhla inkubace 2 min a na zfivnasledovala centrifugace
14 000 g, 3 min. Ziskana DNA byla uchovavaiia-p0 °C. Byla pouZzita komeni souprava
firmy Genedaid.

4.1.9 Velkoobjemova izolace plazmidové DNA

Pro preparativni izolaci plazmidové DNA bylo z&ovano 500 ml LB media
s pislusSnymi antibiotiky a za staléhtepani (220 otgek za minutu) prodhla kultivace pes
noc @ 37 °C do stacionarni faze. Kultura byla skliz¢62000 g, 10 min, 4°C) a peleta byla
resuspendovana ve 25ml PM1 roztoku. Néslethylo pidano 25 ml PM2 roztoku
a snes byla opatréa promichana, poté bylorfidano 25 ml PM3 roztoku a vSe byldkdadns
promichano, ne vSak vortexovanaikvnozné kontaminaci genomovou DNA. Déale ptbla
centrifugace 11 000 g, 30 min, 25 °C. Supernatait gefiltrovan ges filtratni papir

a nanesen na kolonu s ionexovym gtesi, ktery byl promyt pufrem PEL a ekvilibrovan
pufrem PEQ. Po naneseni DNA na ®dsyla kolona promyta 75 ml PW pufru, nasledovala
eluce DNA 20 ml PEL pufru. Eluovana DNA byla zacbga dccisté 50 ml kyvety. Posléze
bylo piidano 15 ml ledo¥ vychlazeného isopropanolu a DNA byla ponechangesides noc
pii -20 °C. Druhy den néasledovala centrifugace vysnéZDNA 15 000 g, 30 min, 4 °C.
Supernatant byl opatérodebran pipetou a byldgigano 10 ml 75% (v/v) led@wychlazeného
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ethanolu, s byla ponechana 3 min stat a poté nasledovalaifogaice 15 000 g, 10 min,
4 °C. Supernatant byl opatrodebran a kyveta ponechana dnemawzt20 min na vzduchu
vysusit. Peleta byla rozpésia v giméreném objemu ddy® (100 pl — 1 ml) podle velikosti
pelety. Nakonec byla stanovena koncentrace izol®MaNA spektrofotometricky. Ziskana

plazmidova DNA byla uchovavanai p20°C.

4.1.10 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DA

Spektrofotometricky Ize stanovit nejen koncentra@NA, ale i jeji distotu.
M¢éifena je absorbance vhadrrediného roztoku f vinové délce 260 nm,ipkteré absorbuji
dusikaté baze, afip280 nm, i které absorbuji aromatické aminokyselinyipadnych
proteinovych kontaminant. Plati zde empiricky vztaffjadtujici, Ze jednotkova absorbance
pii 260 nm~ 50 ug DNA/mI roztoku. Powm nantienych absorbanci ¢o2sg by mel u velmi

gisté DNA lezet v rozmezi 1,8 az 2.

4.1.11 Automatické sekvenovani DNA

Vzorek ziskané plazmidové DNA bykgrldn na sekvetai analyzu pro odeni spravnosti
ptipraveného plazmidu. Sekveméd reakce provad Dr. Jiirgen Felsberg, Csc. (MBU AOR,
sektor burcné a molekularni mikrobiologie). Sekvenace byla vpdena pomoci

automatického sekvenatoru ABI Prism 3100 Genetialyser.

4.2 Produkce a izolace proteith

4.2.1 Produkce rekombinantnich proteini v E. coli

Pro produkci rekombinantnich protéinbyly pouZzity bakterialni expresni systémy
v kombinaci s expresnim vektorem pET-30a(+), kted@uje tzv. TTac promotor slozeny
z T7 promotoru dac operatoru. Mechanismus regulované a vysd@uené exprese je zalozen
na kontrole Tlac promotoru alac promotorulac operatorem. Pouzité bakterialni kmeny
s ozngenim DE3 nesly ve své genomové DNA gen kodujici RWA polymerasu

z bakteriofaga T7, kterd& ma o mnoho vysSi aktinga bakterialni RNA polymerasa. T7 RNA
polymerasa specificky rozpoznava T7 promotor agej je v bakterialni DNA integrovan
zalac promotorem, jez je regulovatac operatorem. Exprese T7 RNA polymerasy,
na které zavisi exprese cilového proteinu i sametq@ese Useku DNA kédujiciho cilovy
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protein, je tedy kontrolovanac operatorem. Reguladac operatoru je zaloZena na negativni
regulaci lac represorem, coZz je produkicl genu obsaZzeného, jak v bakterialni DNA,
tak v pET-30a(+) vektoru. Bez indukce je exprimovéat represor, ktery se vaze
na lac operator a tim inhibuje transkripci genu pro T7 ARNolymerasu a také inhibuje
transkripci vioZzeného inzertu DNA. Tato dvoji reate je zavedena ki piisné kontrole
exprese, nehopii expresi proteif toxickych pro bakterialni hiky nesmi ped indukci dojit
ani k nepatrné expresi fivbdu zpomaleniustu kultury nebo jejiho Uplného odiemi.
Pro zamezeni vazbylac represoru nalac operator byl pouzit analog laktosy
isopropyl$-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), ktery se vaZzelaarepresor. Po indukci dojde
k expresi T7 RNA polymerasy, kterd nasedne n&ad promotor a dojde k expresi Useku
plazmidu, ktery kéduje cilovy protein. IPTG je kdirkci exprese pouzivan pro jeho snadny
transport do buik a také, protoZze neni tkami metabolizovan a jeho koncentrace je tedy
udrZovana na stejné urovni po celou dobu produkeeinu [99].

Pro expresi proteinbyly pouZzity bakterialni kmeni. coli. Pro protein LLT1 byl pouzit
kmen BL21 Gold (DE3) [92] a pro hNKR-P1A kmen BLZbdonPlus (DE3) RIPL [97],
ktery nese specialni plazmidy kodujici tRNA (arghtoL, ileY a leuW). Tyto tRNA
se nevyskytuji VE. coli, jsou typické pro ostatni vySSi organismy, jejichfoteiny

jsou VE. coli heterologi exprimovany [100].

4.2.2 Selekce produ&niho klonu

Nejprve byla provedena transformacekterého z produdnich bakterialnich kmen
expresnim plazmidem, nasledovand kultivadesp noc na misce s pevnym meédiem
a pislusnymi antibiotiky i 37 °C do naistu jednotlivych viditelnych kolonii. Pomoci
aseptickych paratek byl vypichnutymi koloniemi &smvan vzdy 1ml LB média
s pislusnymi antibiotiky a ponecharfgs noc itepat @i 37 °C. 50 ul této néni kultury byl
zaatkovan dvakrat novy 1ml LB média s antibiotiky a ledsvalo tepani (220 ot./min)
pii 37°C 1,5 hodiny (hNKR-P1A) respektive 2 hodiny (LLTBoté pro indukci exprese
proteinu bylo ke kulturamimano 1 mM IPTG (LLT1) resp. po vytemperovani nadukeni
teplotu 28 °C bylo fidano 0,5 mM IPTG (hNKR-P1A). Indukovan byl vzdydgn vzorek
z identické dvojice, druhy byl ponechan pro srovnaegativni. Po 3 hodinachepani
pii 37°C (LLT1) resp. 4 hodinachip28 °C byly kultury odsediny, resuspendovany
ve 130 ul redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-FAG po SDS-PAGE analyze byly
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porovnany pozitivni a negativni kultury. Podle eppi produkce proteinu byl vybran
produkéni klon.

4.2.3 Velkoobjemova produkce proteinu

Produkce proteinu bylaétsinou provadna v objemu 1-2 litrech LB média Bgusnymi
antibiotiky. Objem média zaujimal maximdlgtvrtinu objemu Erlenmayerovy bly kvuli
dostaténému provzduiovani i tiepani. Produini médium s antibiotiky bylo zg&kovano
0,5 az 2 ml néni kultury vybraného produkiho klonu a proéhla inkubace $ 37 °C
za stalého fepani (220 ot./min). Ve zkracujicich gasovych intervalech byla odebirana
produlkéni kultura a byla rrena jeji OD tedy absorbancei 50 nm. B dosazeni
OD= 0,6-0,8 byla provedena indukce exprese inzéddupjiciho protein LLT1, fidanim
IPTG do vysledné koncentrace 1 mM [92te® indukci produkce proteinu hNKR-P1A byla
bakterialni suspenze néjde vytemperovana na 28 °C a potom hitlgn IPTG do vysledné
koncentrace 0,5 mM [97]. Produkce proteinu LLT1hphala 4 hodiny $ 37 °C a produkce
hNKR-P1A 6 hodin § 28 °C. Nakonec byly kultury sklizeny centrifugae000 g, 10 min,
4 °C. Supernatant byl odlit a peleta byla dale gauZizolaci inkluznichdisek.

4.2.4 1zolace inkluznich &lisek

Proteiny gipravované v této praci byly produkovany do cytepiy ve fornd nerozpustnych
agregai tzv. inkluznich tlisek. Peleta sklizena po produkci proteinu zrulikultury byla
resuspendovana ve 20 ml sacharosovéhaiyha pufru a byly fidany inhibitory proteas,
ato leupeptin a pepstatin (vysledna koncentragegMl a PMSF (vysledna koncentrace
1 mM). Suspenze byla nasledh x zmraZzena na -80 °C a rozmrazena v sénikiazni. Poté
bylo priddno 400 ul MgGl, 5 ul DNAsy a 10 pul RNAsy preéhla 40 min inkubace
pii laboratorni tepldat Nasledovala centrifugace 6 000 g, 15 min, 4 °@pe8natant byl odlit

a peleta byla resuspendovana ve 20 ml pufru sgitesm s pdanymi inhibitory steja jako

v predchozim kroku. Suspenze byla 5 x 30 s sonikovéy, s alespw 30 s pauzou na ledu.
Nasledovala centrifugace 6 000 g, 10 min, 4 °C.eBugtant byl oft odlit a bylo gidano
10 ml promyvaciho pufru s inhibitory. Sonikace asledna centrifugace byla opakovana
stejreé jako v gedchozim kroku. Nakonec byl odlit supernatant &azia peleta s inkluznimi
telisky byla uloZena do -20 °C nebo byldmo pouZzita k jako vychozi materiél pro renaturaci

proteinu.
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4.2.5 Solubilizace inkluznich &lisek

Proteinu ve forma inkluznich tlisek byl geveden do roztoku pomoci denaturace 6 M
guanidinem a redukci 10 mM DTT nebo 1 mM TCEP¢doe mnozstvi inkluznichdisek
bylo resuspendovano v odpovidajicim mnoZstvi guaoweho pufru a ponechano inkubovat
30 min @ 50 °C. Suspenze byla centrifugovania p85 000 g po dobu 30 mintip20 °C.
Supernatant byl odebran a byla &m stanovena koncentrace profeidle Bradfordové.

Ziskany roztok denaturovaného proteinu byl pouzératuraci.

4.3 Renaturace proteir

4.3.1 Renaturace metodou rychlého ri@déni

Metoda rychlého nedni je pouzivana k renaturaci neboli ob&owativni konformace
proteinuin vitro. Vyuziva rychlého tedéni denaturénich ¢inidel od ,rozbalené” molekuly
proteinu, aby nasledndosSlo ke sbaleni polypetidovéhettzce a pipadre ke spojeni
disulfidovych vazeb. Ktomu je vyuZivano nizkomalnich chaperan (L-arginin)
a redoxniho systému. Faktory owliyjici renaturaci proteinu jsou zejména: koncentrace
nizkomolekularnich chaperbnredoxni systém, pH, iontova sila, teplota, dob@aturace,
koncentrace ifidavaného proteinu i kotiea koncentrace proteinu v renattmam pufru.

V roztoku solubilizovanych inkluznichélisek byla stanovena koncentrace pratein
dle Bradfordové a upravena solubilimém pufrem na 1 mg/ml.ipravené renatutai pufry
s pidanym PMSF (vysledna koncentrace 1 mM) byly vyzblyy a poté k nim bylo
za stalého michanitigapano rychlosti 1 kapka za sekundu 1-10 ml raxtdé&naturovaného
proteinu. Roztok byl proteinu michan 1-3 hodirty4°C.

Pii optimalizaci renatukmich podminek bylo ipraveno vice renatuwaich pufi
o mensim objemu &Sinou 100 ml). Optimalizovan byl zejména redoxrstém, koncentrace
L-argininu a pH. Hpadny vznik proteinovych agregabyl detekovan renim absorbance
pii 320 nm, kdy dochazi viftomnosti agregatke zvySeni absorbance roztoku. Konkrétni

postup bude uveden v kapitole 5.4.2.

4.3.2 Renaturace metodou pomalého iadéni

Tato metoda je zaloZzena na stejnych principech jaledoda rychlého radéni. Zasadni

rozdil je vtom, Ze neni fglavan protein do renatumaiho pufru, ale naopak
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je vychlazeny renatuéai pufr za stalého michani pomalurikapavan k roztoku
denaturovaného proteinu. K roztoku 2,8 mg denaamékio proteinu bylo pomaluigano

100 ml vychlazeného renatdraho pufru. Protein byl nasledimichan72 hodinip4 °C.

4.3.3 Dialyza

Tato metoda je zalozenA na omezené propustnostilyzaiaich trubic,
které propou&fi pouze molekuly s Mr < 1000 Da. Dialyza je vyaéia k odstrami
denaturanich cinidel a k pgevedeni proteinu do dialyzaiho pufru pro naslednou
chromatografii.

Po skoweni renaturace byl renaturovany proteiayeden do dialyzmich trubic. Dialyza
probihala oproti 8 | dialyzaiho pufru za stalého michamni g °C a po stanovené débyly
trubice gemistny do nového dialyzaiho pufru a proces se opakoval. Po dialyZisSimou

nasledovala ultrafiltrace.

4.3.4 Ultrafiltrace

K redukci objemu a zvySeni koncentrace proteinovétmrku o ¥tSich objemech &Sinou
nad 100 ml je pouzivana filtracdi gvyseném tlaku inertniho plynu §Ntzv. ultrafiltrace.
Pouzivany jsou specialni membrany PLGC celulosgréktpropoufi mensi molekuly
i makromolekuly do ufené molekulové hmotnosti. Pouzity byly membrany rdngru
76 mM s propustnosti molekul, jejichz Mr < 10 000a.DMembrana byla umista
do soupravy pro ultrafiltraci, bylfglan roztok proteinu a zvySen tlak plynu na 0,5 MPa

Filtrace probihala za stalého michafiilaboratorni teplat do cilového objemu.

4.3.5 Centrifugani koncentratory

Pro zvySeni koncentrace malych objeproteinu byly pouzity centrifugai koncentratory
Amicon Ultra s propustnosti molekul s Mr < 10 008. Boncentrovani probihaldi® 000 g,

20 °C po dobu nez byl dosazen pozadovany objem.
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4.4 Purifikace proteini

4.4.1 lonexova chromatografie

Tato metoda byla pouzivana pro purifikaci rekombingch proteid. Je zaloZzena
na odlisSné sile iontovych interakciznych proteid s nostem. Proteiny jsou na kolony
nandSeny ib nizké iontové sile a interaguji s n&min, poté jsou postupneluovany
gradientem soli az do vysoké iontové sily. Molekjdgu zde separovany na zaklal/ého
naboje. Pouzita byla kolona Q Sepharosy FF o &ech 1,6 x 14 cm, coz je silny anex
obsahujici kvartérni amoniové soli navazané nat@esiné agarose. Eluce byla provedena

linearnim gradientem NaCl. Kolona byla napojenddfd.C sytém Biosys 510.

4.4.2 Gelova filtrace

Jako posledni krokippurifikaci proteiri byvacasto vyzivana gelova filtrace. Proteiny jsou
zde dleny na zakla¢l své molekulové hmotnosti. Po naneseni na koloow j&ve eluovany
molekuly s vySSi molekulovou hmotnosti, protoZernafknou do struktury gelovych granuli
jako malé molekuly. PouZzity byly kolony SuperdexI8300 GL a Superdex 200 10/300 GL,
které obsahuji zedvany dextranovy gel, a napojeny byly na HPLC systéiosys 510
nebo AKTAbasic.

U chromatografickych metod byla eluce proteianalyzovana pomoci {tokového
fotometrického detektoru, kterydiil absorbanci i 280 nm. Jednotlivé frakce byly jimany
ruéné nebo sbracem frakci a analyzovany na SDS-PAGE.

4.5 Analyza proteinovych vzorki

4.5.1 Stanoveni koncentrace proteiindle Bradfordové

Stanoveni koncentrace protéinlle Bradfordové je zaloZzeno na vaézbarviva Coomassie
Brilliant Blue G-250 na protein, coZz agobuje posun absafpiho maxima
barviva z 365 nm na 595 nm. Po porovnani s kalifirsadou je potom moZné praienim
absorbanceip595 nm stanovit fiblizna koncentrace proteinu.

Stanoveni probihalo v 96 jamkovych mikrotiingch destikach. Jako standardy byly
pro kalibr&ni fadu pouzity roztoky BSA (0,1-0,5 mg/ml). N#&jke do jamky bylo pipetovano
5 ul proteinu a potéiwlano 200 pEinidla. Reakce se nechala 5 min inkubovatgboratorni

teplot. Méteni bylo provadno na monochromatorowdecce destiek Safire Il. Koncentrace

54



vzorki byly vypasteny dosazenim do regresni rovnice definujf@ingu linearg proloZzenou

kalibrasni fadou.

4.5.2 Srazeni protei acetonem

Srazeni protein bylo vyuzito pro peciSténi vzorku proteinu od guanidinu nebo pro malo
koncentrované vzorky pro SDS-PAGE. K roztoku proiebyl gidan vymrazeny aceton
do 70% (v/v) koncentrace a vzorek inkubovan 2 hpgin-20 °C. Poté prakhla centrifugace
14000 g, 10 min, 4 °C. Supernatant byl odebraneket® opatré oplachnuta 100 pl
vymrazeného roztoku ethanol/diethylether v pom1:1 a roztok odebran. Peleta byla

vysuSena na vzduchu a byl k fidan vzorkovy pufr pro analyzu na SDS-PAGE.

4.5.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pitomnosti SDS

Tato metoda je zakladni biochemickou analyzou proteho vzorku. Htomny SDS udava
proteimim uniformni zaporny naboj a ty poté cestuji ryctilosipovidajici jejich molekulové
hmotnosti, tedy &Si proteiny pomaleji, jsou vice brady strukturou gelu, mensi migruji
rychleji. Dle @ekavané velikosti proteinje volena patbna koncentrace rozliSovaciho gelu.
Slozeni gal bylo prevzato z manualu [69]. Po namichani rozliSovaciblu @dpovidajici
koncentrace (zpravidla 15%) byl nalt mezi &k# do vySe cca 1lcm
pod dolni okraj pozgi prikladaného rebenu a ihned fpvrstven vodou. Po ztuhnuti
rozliSovaciho gelu byla voda odlita, nalitigraveny zaosgbvaci gel a ihned doép byl
ponden Heben az po zaradzku. Po zpolymerovani zawatiho gelu byl ¥eben vyjmut
a jamky promyty vodou. Taktofipraveny gel byl umish do soupravy a ipvrstven
elektorodovym pufrem. Horni zaosvaci gel je 5% s nizSim pH a slouzi k ,z&est"
vzorka, dolni gel je rozliSovaci o &ené koncentraci a vysSim pH, slouzi k rdedi proteiri
dle své molekulové hmotnosti. K proteinovym vzorkbylo gidano odpovidajici mnozstvi
redukujiciho nebo neredukujiciho vzorkového pukrugztoku gidavan 2 x koncentrovany
pufr a k sedimentu 1 x koncentrovany, a nasledowvddabace 5 min ve vrouci vodni lazni.
Poté byly vzorky centrifugovany 14 000 g, 3 min aneseny do jednotlivych jamek,
standardy byly nanaseny do krajnich pozic. Elekiéda probihalaipkonstantnim proudu
50 mA na jeden gel a n&p 200 V aZz do doby, kdyelo elektroforézy opustilo gel. Poté byl

gel vyjmut ze soupravy a dale barven.
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4.5.4 Barveni proteini

Barveni bylo provedeno pomoci barviva Coomassie lli@r Blue R-250.
Po SDS-PAGE byl gel 15 min barven v barvicim roatak CBB R-250 a zaroxiebyly
proteiny v @m obsazené fixovany. Nasletdbyl obarveny gel odbarvovan v odbarvovacim
roztoku do odbarveni pozadiiitizna molekulova hmotnost protéinbyla odhadovana
porovnavanim s pozicemi prou¥ktandardu o znamé molekulové hmotnosti.

Pokud bylo mnozstvi analyzovaného proteiniilio nizké tak citlivost barveni
CBB R-250 pro vizualizaci proteinu ne&ta. V tomto gipact bylo pouzito barveni Ebrem,
které méa vyssi citlivost. Nejtve byl gel 3 x 30 min fixovan v roztoku 30% (v/edhanolu
a 10% (v/v) HAc. Dale byl 10 min inkubovan v roztok0% (v/v) ethanolu a dalSich 10 min
v destilované vo#l Poté byl gel na 1 mintevrstven roztokem 0,02% (w/v) B&Os,
nasledd byl dvakrat 20s promyt destilovanou vodou. Ndslala inkubace
30 minut véerstw pripraveném roztoku 0,2% (w/v) AgNOPo pélivém oplachnuti vodou
byl gel inkubovan ve s#si 0,037% (v/v) formaldehydu, 3% (w/vL&O; a 0,001% (w/v)
NaS,03; do pozadovaného zabarveni. Poté byl gel ihdfeth{s&n na 1 min do roztoku 4,5%

(w/v) Tris a 25% (v/v) HAc pro zafixovani barvennakonec byl uskladm v 1% (v/v) HAc.

4.5.5 Stpeni proteini v polyakrylamidovém gelu

Nejdiive byl z gelu vyiznut cilovy prouzek s proteinem, byl fezan piblizné

na 1 mM kousky a peveden do mikrozkumavky.iiBano bylo 100 ul AcN a 100 pl
N-ethylmorfolinacetatového pufru a nasledovala dae 1-4 hodiny do odbarveni gelu.
Odbarvovaci roztok byl odebran, ke gelu byta@no 100 pl AcN a praihla 5 min sonikace

v lazni, gel byl dehydratovdn. AcN byl odebran alobytiddno 50 pl 50 mM TCEP
v N-ethylmorfolinacetatovém pufru, gel byl hydraémv Nasledovala inkubace 10 min, 90 °C,
probéhla redukce disulfidovych vazeb. Byl odebran rozokCEP, poté bylofmano 100 ul
ddH,O a odebrano. Dale bylarigano 100 pl AcN a odebrano. Byldgigdno 50 pl 50 mM
jodacetamidu v N-ethylmorfolinacetatovém pufru &uibovano 30 min ve té prokehla
alkylace cysteinovych zbylik Bylo pridano 100 pl AcN, nasledovala 5 min sonikace
a roztok AcN s jodacetamidem byl odebran. Poté Byto opakovano @idano 100 pl AcN,
nasledovala 5 min sonikace a AcN byl odebran, Ipfldano 100 pl ddkD, nasledovala
sonikace 5 min a ddi® byla odebrana). Byloigano 50 ul 50% (v/v) AcN a odebrano. Gel

byl vysuSen na vakuové odparce a bylbd@gno vhodné mnoZstvitiglusného pufru
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s proteasou (viz. 3.7), aby byl gel pomoy. Ri Stpeni trypsinem a chymotrypsinem byla
koncentrace proteasy 0,005 pg/ul a gel byl inkubq¥a37 °C ges noc a i Stpeni Glu-C
byla koncentrace proteasy 0,01 pg/pl a inkubacéipata pes noc f laboratorni teplat
Poté bylo pidano TFA do finalni koncentrace 0,1% pro ukemi Stpeni a nasledovala

sonikace 5 min.

4.5.6 l1zolace peptid

Po Stpeni proteinu v polyakrylamidovém gelu trypsinenpegtidy byl roztok okyselen TFA
do 1% (v/v) koncentrace, poté byl 5 min sonikovardabran do nové mikrozkumavky. Poté
bylo 3 x opakovano (ke gelu bylkigan 50% AcN, aby byl gel pobeny, nasledovala
sonikace 5 min, roztok byl odebréan @édan do stejné mikrozkumavky #gachoziho kroku.
Nasled® byl pridan AcN, aby byl gel porfeny, nasledovala 5 min sonikace, roztok byl
odebran a fidan do téZe mikrozkumavky). Spojené roztoky bylswsSeny na vakuove

odparce. Izolované peptidy byly uchovéavariy-g0o °C.

4.5.7 Fiprava vzorki pro uréeni lokalizace disulfidovych vazeb

Urcené mnozstvi roztoku proteinu po gelové filtraciobgmiseno s ifisluSnym objemem
neredukujiciho  vzorkového pufru pro SDS-PAGE stidgmym cystaminem
do 100 uM koncentrace. Cystamin j&davan, aby nedoslo redukci disulfidovych vazeb.
Po SDS-PAGE byl wWznut analyzovany prouzek a byl¢gén vybranymi proteasami.
Po roz&peni proteinu v polyakrylamidovém gelu na peptidy boztok okyselen TFA
do 0,1% (v/v) koncentrace, pridla 5 min sonikace a roztok byl odebran do nové
mikrozkumavky. Ke gelu byl iidan 50% (v/v) AcN, aby byl gel poreny, nasledovala
sonikace 5 min, roztok byl odebréan édan do stejné mikrozkumavky #gachoziho kroku.
Byla pridana 0,1% TFA, aby byl gel potfemy, nasledovala 5 min sonikace, roztok byl
odebran ajdan do téZze mikrozkumavky. Byfigan roztok 80% (v/v) AcN, 0,1% (v/v) TFA,
aby byl gel ponfeny, nasledovala 5 min sonikace, roztok byl odelaguidan do stejné
mikrozkumavky. Spojené roztoky byly vysuSeny nau@lé odparce na objem cca 5 pl.
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4.5.8 Odsolovani peptid

Ke vzorkiim peptidi vysuSenych na cca 5 pul bylofiggno 200 pl 2% (v/v) AcN,
0,1% (v/v) TFA, snis byla vortexovana a odsténa ve stolni centrifuze 15 s. Pro odsoleni
roztoku peptid byla pouzita kolona Microtrap s polymernim r@sn (obracena faze).
Kolona byla proplachnuta 250 pl roztoku 1% (v/V)ATRB0% (v/v) AcN, nasledh 250 pl
0,1% (v/v) TFA a poté byl naneseniedny roztok izolovanych peptid prosla frakce byla
jimana do mikrozkumavky. Kolona byla proplachnuta 250 pl 0,1% TFA. Peptidy byly
eluovany 50 ul 1% TFA, 80% AcN daéisté mikrozkumavky. Kolona byla proplachnuta
3 x 250 pl 50% AcN a v témze roztoku byla uchovavdRoztok eluovanych odsolenych
peptidi byl vysuSen na vakuové odparce na cca 5 pl amldae20 °C.

4.5.9 Odsolovani proteiri

Pro odsoleni roztoku proteinu byla pouzita kolon&ribtrap ogt s polymernim nogem

0 jiné porozi¢. Kolona byla proplachnuta 250 pl roztoku 1% TFAY8 AcN, nasled#
3 x 250 pl 1% (v/v) HAc a poté bylo naneseno 2pnateinu o koncentraci 0,4 mg/ml, prosla
frakce byla jimana do mikrozkumavky. Kolona bylaogdachnuta 3 x 250 pl 1% HAc.
Protein byl eluovan 50 ul 1% HAc, 80% AcN dosté mikrozkumavky a podruhé
50 pl 5% HAc, 80% AcN do druhé mikrozkumavky. Druglace roztokem s 5% HAc byla
provedena proifpad, kdyby protein 1% HAc eluovan nebyl. Pro odebdalSich vzork byl
postup opakovan. Nakonec byla kolona promyta 3 8 [#51% HAc, poté 3 x 250 pl
50% AcN a vtémze roztoku byla uchovavana. Ziskam#&oky proteinu byly pedany
RNDr. Petru Novakovi, PhD., ktery provedl analyzanmci techniky ESI/FT-ICR MS,
pro ukeni gresné hmotnosti proteinu.

4.5.10 Riprava vzorku na MALDI

K vysuSenym izolovanym pepfich bylo gidano 30 pl roztoku 0,1% TFA, 20% AcN,
vortexovano, odgedkno. Odebran 1 ul z kazdého vzorku a nanesentisugnou pozici
na MALDI terik. Po zaschnuti byly vzorky na deése pgevrstveny 0,8 ul roztoku CCA
matrice (0,1% TFA : 80% AcN, 0,1% TFA : nasyc. mktCCA, v pondru 1:1:1).
Po krystalizaci a zaschnuti matrice byly vzorky lgnavany pomoci techniky MALDI MS,
analyzu provagl RNDr. Petr Novak, PhD. a RNDr. Hynek Mrazek, PhD.
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4.5.11 Riprava vzorki na LC/MS

K vysuSenym odsolenym izolovanym pejftid byly pridany 2 pl roztoku 1% TFA, 80%
AcN, sonikace 5 min, od&idtno. Ridano 25 pl roztoku 0,1% TFA, vortexovano, 5 min
sonikovano a odstno. Roztoky byly pevedeny do vialek se septemiagiany pro analyzu
na LC/MS (ESI/FT-ICR MS) viz. 4.6. Analyzu prov&dRNDr. Petr Man, PhD.

4.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzik&hthemicka analytickd metodaii fxteré jsou v plynném
stavu @leny ionizovan&astice podle pottu m/z tedy hmotnostim ku naboji¢asticez. Touto
metodou Ize analyzovat celé molekuly nebo jejiegfnenty. Z nakienych spekter je mozné
vyvodit informace o fesné hmotnosti molekul, jejich chemickém sloZeld,takécast&né

0 jejich struktiie trojrozngérné. Vyhodami hmotnostni spektrometrie jsou rychimsalyzy,
vysoka rozliSovaci schopnost, citlivost a také aispoteba vzorku. Analyza biopolymier
pomoci hmotnostni spektrometrie secala rychle rozvijet az po zavedeniékkych
ionizatnich technik jako je MALDI a ESI, kdyfpionizaci nedochazi k téfm Zadné
fragmentaci.

V této diplomové praci byly vyuzity metody pro iddikaci proteinu, uéeni gFesné
hmotnosti proteinu a stanoveni lokalizace disulfgblhh vazeb. Pro analyzu byly pouzity
hmotnostni spektrometry Bruker Ultraflex Ill (MALBIOF) a Bruker APEX Ultra 9,4 T
FT-ICR, ktery ma vysokou ipsnost i rozliSeni a disponuje dualnim iontovymojm
(Apollo ESI/MALDI dual ion source). Pro LC/MS analy byl pouzit kapilarni uHPLC
systém Agilent 1200 a kolona s reverzni fazi M&fl& AQ.

Pro identifikaci proteii byla pouZzita technika MALDI MS a vysledna data &yl
porovnana s databdzi Mascot. Kemi gesné hmotnosti proteinbyla pouzita technika
ESI/FT-ICR a ke stanoveni lokalizace disulfidovyehzeb byla zvolena technika LC/MS
ESI/FT-ICR. Tyto techniky prové&t: RNDr. Petr Novak, PhD. RNDr. Petr Man, PhD.
a RNDr. Hynek Mrazek, PhD.
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5. VYSLEDKY

5.1 Uvod k vyslediim

Pro ilustraci jsou zde uvedeny celkové aminokyseknsekvence ifpravovanych proteiin

hNKR-P1A a LLT1. Protein hNKR-P1A je kdédovan 225 iaakyselinami, extracelularni
doména je zobrazerirverg, transmembranovy Uselerné a extracelularni doména nied

fialové je zvyrazen motiv WIGL typicky pro C-lektinovou doménu. Patkny uUsek
piedstavuje sekvenci GIn80-Ser225, ktera koadag extracelularni domeényipravovanou

v této diplomové préci, cysteinové zbytky vtomtseku jsou ozngeny Zlug. Teoreticka
hmotnost tohoto Useku je 17 044,32 Da a teoreticktnota pl 7,75.

Sekvence hNKR-P1A:

MDQQAIYAELNLPTDSGPESSSPSSLPRDVCQGS PWHQFALKLSCAGI ILLVLVVTGLSVSV
TSLIQKSSIEKCSVDIQQSRNKTTERPGLLNCPIYWQQLREKCLLFSHTVNPHNNSLADCST
KESSLLLIRDKDELIHTONLIRDKAILFBGENF SLSERNWKWINGSFLNSNDLEIRGDAKE

NSCISISQTSVYSEYCSTEIRWICQRELTPVRNKVYPDS

Protein LLT1 je kédovan 191 aminokyselinami, jedinét iseky jsou barewnoznaeny
analogicky s hNKR-P1A. PodtrZzené Useky js@sti extracelularni domény, které&ly byt
piipraveny. Podtrzend sekvence v LLT1 koduje Usek6&Mall91, teoretickd hmotnost
useku je 14 746,39 a teoreticka hodnota pl 5,90.

Sekvence LLT1:

MHDSNNVEKDITPSELPANPGCLHSKEHSIKATLIWRLFFLIMFLTIIVCGMVAALSAIRAN
CHQEPSVCLQAACPESWIGFQRKCFYFSDDTKNWTSSQRFCDSQDADLAQVESFQELNFLLR

YKGPSDHiGHS REQGQPWKWINGTEWTRQFPILGAGECAYLNDKGASSARHYTERKWICSK

SDIHV

Sekvence LLT1 (H176C):

MHDSNNVEKDITPSELPANPGCLHSKEHSIKATLIWRLFFLIMFLTIIVCGMVAALSAIRAN
CHQEPSVCLQAACPESWIGFQRKCFYFSDDTKNWTSSQRFCDSQDADLAQVESFQELNFLLR

YKGPSDHlGH S REQGQPWKWINGTEWTRQFPILGAGECAYLNDKGASSARCYTERKWICSK
- — | |

SDIHV
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Sekvence podtrzend v LLT1 (H176C) kéduje Usek Leddlll91l a obsahuje mutaci
His1l76 (ozn&en zeled) za Cysl76, ktera by #a stabilizovat extracelularni doménu
vytvoienim disulfidového riistku Cys176 s neparovym Cysl163 [92], d@am ¢ervenym
mustkem. Teoretickd hmotnost tétasti LLT1 je 14 068,68 a teoreticka hodnota pl 6,12
Transmembranové Useky, vygené hodnoty molekulovych hmotnosti a pl byly
vygenerovany pomaoci bioinformatickych nasirgjhobius a Compute pl/Mw tool [101,102].

Oba konstrukty LLT1 i konstrukt hNKR-P1A obsahujidy paet Cys, konkréth 6,

a melo by dojit ke sparovani cystéiv ramci jedné molekuly monomeru.

5.2 Friprava expresnich plazmidi

Vramci této diplomové prace bylyiipraveny celkem 2 expresni plazmidy. Oba byly
zaloZzeny na expresnim vektoru pET-30a(+). Polykiacd oblast vektoru pET-30a(+),
kam byly ligovany inzerty kédujicifpravované proteiny, je znaza@ma na obr. 10 [103].

T7 promoter primer #69348-3

pET upstream primer #69214-3 T7 promoter lat operator Noa tbs

AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Nde | His*Tag SeTag NspV Byl
TATACATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTG
MetH\SH\SH\SH\SH\SH\sSe"SerG\\/LeuVo\P"oAr%G\zSe“G\yMetLysG\uT’er\cA\cA\cLysPﬁeG\uArgGMstMetAspSerProAspLeu
thrombin Eag|
Kpn| PET-308() ool EcoRV BamHIEcoR| Sacl  Sall Hindlll  Notl  Xhol His<Tag

GGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCEGCTECTAA
GlyThrAspAspAspAsplLysA aMetAlaAsplleGlySerGluPheGluLeuArgArgGIinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerG|lyCysEnd

enterokinase

PET-30b(+) GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA. .
AlalleSerAspProAsnSerSerSerValAsplyslLeuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

pET-30c(+) GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA. ..
...GlyTyrlLeuTrplleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleu. ..

Bpu1102 | T7 terminator
CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

Obr. 10 Polyklonovaci a nasledexpresni oblast vektoru pET-30a(+) [103].

5.2.1 Fiprava expresniho plazmidu LLT1 Q65

Jako vychozi material, dale templat, pidppavu expresniho vektoru LLT1 Q65 byl pouzit
vektor pBluescript SK+, ktery obsahoval inzert kjpciuextracelularni doménuiipraveny
Mgr. Branislavem Slavikem. S templatem byla proved®CR amplifikace pomoci printer
LLT1 Q65 FW a LLT1 Q65 REV, které vymezily oblastmplifikované DNA na uUsek
kodujici ¢ast extracelularni domény GIn65-Vall91. Po PCR ldebrano z reaki sntsi

10l a analyzovano na agarosové elektroforéze. ledgk PCR amplifikace
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viz. obr. 11., éekavana délka produktudha byt 390 par bazi (bp). Agarosova elektroforéza
potvrdila gitomnost inzertu gekavané délky v draze 1.

500 bp-
400 bp-

300 bp-
200 bp-

100 bp-

Obr. 11 Vysledek PCR amplifikace inzertéglkévana délka produktu 390 bp.
Draha 1 — produkt PCR amplifikace, S — standard

Produkt PCR byl dale ligovan do vektoru pBluescHpBK(+) (pBSSK+) pomoci ligace
v kombinaci restriknim Se&penim. Na ligaci bylo pouzito 15,5 pul PCR produktul pl
vektoru pBSSK+ (c=1pug/ul). Po ligaci byly 10 piga¢ni snesi transformovany
kompetentni biiky E. coli Nova Blue, poté byly n&ny na agarové plotny s ampicilinem
(c =150 pg/ml), dale Amp a tetracyklinem (c = 1@@ml), dale Tet a inkubovandgs noc
pii 37 °C. Rezistence na Amp je kodovana vektorem i8S a rezistenci na Tet maji
kompetentni biky v genomu. Z narostlych kolonii byly vypichnutykdlonie a peatkovany
do 1 ml LB média Amp, Tet a bylyfipraveny néni kultury. Nasledovala minipreparativni
izolace plazmidové DNA a kontrolni reswik Stpeni vybranymi restridnimi
endonuklasami. DNA byla &tena dvojicemi enzyin Ndel, Xbal — oekavana délka
fragmentu 410 bp aXbal, EcoRI — atekavana délka fragmentu 428 bpiit@mnost
ocekavaného fragmentu u obou kontrol vykazala pouziADizolovana z klonu

prezentovaného ve 3. draze viz. obr. 12.
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500 bp-

Obr. 12 Vysledek kontrolniho restfikho Stpeni. Hornirada S¢épeno Xbal, Ndel.
Spodnifada Sépeno Xbal, EcoRI. S — standard

Klon nesouci plazmid prezentovany v draze 3 bylmaen v5 x 4 ml LB média Amp,
Tet. Byla provedena minipreparativni izolace plahmia ziskané roztoky byly spojeny.
Koncentrace DNA v roztoku vektoru pBSSK+ s inzertbyla ¢ = 0,61 pg/ul. Dale bylo
pouzito 18 ul této DNA, ktera bylaégiena restriknimi endonukleasamildel a Notl. Cely
objem sn#si po Stépeni byl nanesen na agarosovou elektroforézu dgersprh jamek,
vizualizovany inzert byl v§iznut v gelu a néslednz gelu extrahovan pomoci soupravy.
Stejnym postupem bylo roz@ieno také 18 pl zasobniho roztoku vektoru pET-30a@ gelu
byl vyextrahovan linearizovany vektor. Ziskano b§®pul inzertu o koncentraci 0,155 pg/ul
a 50 ul linearizovaného vektoru pET-30a(+) c = Bg/ul. Dale byla provedena ligace
inzertu do linearizovaného vektoru. Pipetovany kg reakce a v obou byl paminzertu
ku plazmidu 3:1. Ligace 1 obsahovaldbpzné 300 ng inzertu a 100 ng plazmidu a ligace 2
priblizn¢ 7 x WtSi mnozZstvi ve stejném peém. Po ligaci byly 10 ul lig;gnich sngsi
transformovany kompetentni itky E. coli Nova Blue, nagstovany na agarovych plotnach
s tetracyklinem a kanamycinem (c= 50 pg/ml), daknKRezistenci na Kan nese vektor
pET-30a(+). Bylo vypichnuto 7 kolonii z ligace I &olonii z ligace 2, dale bylyifipraveny
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2 ml na@ni kultury a z 1,5 ml byla provedena miniprepanaitiizolace plazmidové DNA.
Ziskana DNA byla &pena restriknimi endonuklasamiNdel, Notl pro kontrolu pitomnosti
inzertu v expresnim vektoru pET-30a(+). Vysledek| bgnalyzovan na agarosové

elektroforéze obr. 13. ¢ekavana velikost vy§beného inzertu byla 436 bp.

7 8§ 9 10 11 12 13 14

.

500 bp-
400 bp-
300 bp-

200 bp-
100 bp-

Obr. 13 Vysledek kontrolniho restikho Sépeni enzymy Ndel a Notl. Inzerty jsou vidigeln
pritomny ve vSech drahach. S — standard

Inzerty byly sice pitomny ve vSech klonech, ale pro kontrolu spravnpspraveného

vektoru bylo provedeno dalsipeni restriknimi endonukleasanXbal a Hindlll, které nglo

vykézat gitomnost fragmerito velikosti 194 bp a 233 bp. Vysledek viz. obr. 14

Obr. 14 Vysledek kontrolniho resttikho Seépeni enzymy Xbal a Hindlll. &@kavané
fragmenty jsou viditelhpritomny v drahach 4,7,9,11 a 12. S — standard
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Pro potvrzeni spravnostitipraveného expresniho vektoru sekvenaci byly zyolklony
prezentované v drahach 9 a 11.¢hioni kulturami 9 a 11 byly za®ovany klickou agarové
plotny Kan, Tet a fedany na sekvenaci. Vysledky sekvenace odhalitpipnost transverzni
bodové mutace AT meénici aminokyselinu arginin v pozici 175 na tryptofa
u obou pedanych vzork. Byla provedena velkoobjemova izolace plazmidowAz 500 ml
LB média Kan, Tet zadovaného 100 ul kultury. 9, vygZzek acistota ziskané DNA viz. tab.
3. l1zolovana DNA slouzila jako vychozi material grokusy o opravu mutace pomoci PCR
s mut&nimi primery. Optimalizovana byla teplota nasedairer, jejich koncentrace a také
koncentrace templatu. Zadny experiment viak nesysiy, protoZe nikdy nevznikl produkt
PCR. Tento expresni vektor tedy nemohl byt poutitrpkombinantni expresi proteinu.

Tabulka 3 — Vysledky velkoobjemové izolace plazmid@ DNA

plazmid A260/280 vytézek (ug)

pET-30a(+) Q65 (R175W) 1,86 100

5.2.2 Fiprava expresniho vektoru LLT1 L71 (H176C)

Vychozim materialem proffpravu expresniho vektoru LLT1 L71 (H176C) byl ktnkt

vyrobeny Bc. Janem Blahou zaloZzeny na vektoru pTE28zertem kodujicim usek
extracelularni domeény GIn72-Vall91 s cilenou mutBidi76C. S timto templatem byla
provedena PCR amplifikace pomoci pritnélT1 L71 (H176C) FW a LLT1 L71 (H176C)
REV, které byly navrZzeny tak, aby vysledny PCR piddkdédoval Gsek Leu71-Vall91l.
Vysledek PCR amplifikace byl proveden analyzou Léepkeni snmési po PCR na agarosové

elektroforéze obr. 15. ¢ekavana délka PCR produktu byla 381 bp.
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Obr. 15 Vysledek PCR amplifikaceée&avana délka produktu 381 bp.
Draha 1 — produkt PCR amplifikace, S — standard

Ziskany PCR produkt byl ligovan do vektoru pBSSKpgmoci ligace v kombinaci
s restriknim StpenimSmal Ligatni snmés obsahovala 15,5 pl produktu PCR, 1 ug pBSSK+
a dalSi pislusné slozky. Po ligaci byly 10 pl liga snesi transformovany kompetentniiky
E. coli Nova Blue, vysety na agarové plotny Amp, Tet sGPa X-Gal. Z narostlych kolonii
bylo po modro-bilé selekci vypichnuto 10 bilychdwil, z kazdé byly fipraveny 3 ml néni
kultury a byla provedena minipreparativni izoladazmidové DNA. Kontrola fitomnosti
inzertu prokhla S€penim restriknimi endonukleasamBamHI a Pstl. Vysledek byl

analyzovan na agarosove elektroforéze obr. 16ad#&ikavaného fragmentu byla 392 bp.

3 kbp-
2 kbp-
1,5 kbp-
1 kbp-
-500 b
7400 bp
-300 bp
200 bp
-100 bp

Obr. 16 Vysledek kontrolniho restéikiho Sépeni plazmidu pBSSK+ se zaligovanym inzertem
enzymy BamHI a Pstl. @®kavané fragmenty jsourippmny v pozicich 5, 8 a 10.
S — standard
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Klony ¢. 5, 8 a 10, jez vykazovaly pozitivni vysledky, ypypodrobeny dalSi kontrole
provedenou restrini endonukleasotlindlll, kterd by ndla poskytnout fragment o velikosti
166 bp Vysledek StpeniHindlll byl analyzovan agarosovou elektroforézou a je azdm
na obr. 17. Htomnost inzertu ve vektoru pBSSK+ vykazaly vSecttnklony 5, 8 i 10.

500 bp-
400 bp-
300 bp-

200 bp-
100 bp-

Obr. 17 Vysledek kontrolniho restikiho Sepeni vektoru pBSSK+ se zaligovanym inzertem
enzymem Hindlll. Fragmenty'ekavané délky v drahach 1-3 jsou viditepitomny u klori
5,8110. S - standard

Dale bylo 100 pl néni kultury klonu 5, 8 a 10 zakovano pokazdé 500 ml LB média

Amp, Tet. Probhla kultivace pes noc p 37 °C a nésledovala velkoobjemova izolace
plazmidové DNA. MnoZstvi éistota ziskané DNA uvedeno v tab. 4.

Tabulka 4 — Vysledky velkoobjemové izolace plazmii

plazmid A260/280 vytézek (mg)
PBSSK+ L71 (H176C) 5 1,83 1,06
PBSSK+ L71 (H176C) 8 1,86 2.00
pBSSK+ L71 (H176C) 10 1,87 2,60

Se ziskanou DNA bylo provedeno kontrolnip&ni restriknimi endonukleasanBamHI
aPstl. Vysledek byl analyzovan na agarosové elektrofaréla elektroforézu byly naneseny
nesStpené vektory, vektory &ené pouzd8amHlI a vektory tpenéBamHIi Pstl. Plazmid

linearizovanyBamHI mél vykazat délku okolo 3300 bp a fragment ¥p&nyBamHI a Pstl
velikost 392 bp viz. obr. 18.
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5 kbp-
4 kbp-
3 kbp-

2 kbp-
1,5 kbp-
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Obr. 18 Vysledek kontrolniho restikiho Sepeni vektoru pBSSK+ se zaligovanym inzertem
enzymy BamHI a Pstl. Drahy 1-3 ngsgny vektor, 4-6 &eny pouze BamHI a 7-9¢peny
BamHlI i Pstl. @ekavané fragmenty jsou viditélpFitomny v pozicich 7, 8 a 9. S — standard

Vzorky DNA s plazmidem pBSSK+ L71 (H176C) izolovamy kloni ¢. 5, 8 a 10 byly
piedany na sekvenaci. Vysledky sekvenace potvrdilp%d0spravnost sekvence pouze
u plazmidu pBSSK+ L71 (H176C) 5. Pro dalSi postyiptddy vybran klort. 5. Ze zasobniho
roztoku vektoru pBSSK+ L71 (H176C) 5 (c = 2 pg/piipraveného velkoobjemovou izolaci
plazmidu bylo odebrano 18 ul &géno restriknimi endonuklasaniNdel a Notl, stejre bylo
Sttpeno také 18 ul zésobniho roztoku vektoru pET-30d4€+= 1 pg/pl). Celé objemy
reakénich sngsi byly smiseny se stop pufrem, naneseny do spdjgaymnek a byla provedena
agarosova elektroforéza. Vizualizované prouzky kngci inzert a linearizovany vektor
pET-30a(+) byly vyiznuty a z gelu byla vyextrahovana DNA. Bylo ziskd&0 ul inzertu
L71 (H176C) (c = 0,2 pg/ul) a 50 pl linearizovanéhektoru pET-30a(+) (c = 0,18 pg/ul).
Byly pripraveny d¥ ligacni smeési, prvni obsahovala 300 ng inzertu a 100 ng vektor
(ligace 1) a druha 300 ng inzertu a 300 ng vekfbgace 2). Dale byly 10 ul z kazdé ligd
smesi transformovany kompetentniiky E. coliBL21 Gold DE3 a nasety na agarové plotny
Kan, Tet. Po inkubaci na misce sikami transformovanymi sési po ligaci 1 narostlo
5 kolonii a po ligaci 2 narostlo 7 kolonii. VSechkglonie byly vypichnuty, zaiovany
do 1 ml LB média Kan, Tet atipraveny z nich néni kultury. Nasledovala minipreparativni
izolace plazmidové DNA. Byla provedena kontrolgpg&nhim restriknimi endonukleasami
NdelaNotl. O¢ekdvané fragmenty &y mit délku 372 bp viz. obr. 19.
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Obr. 19 Vysledek kontrolniho restfikho Seépeni enzymy Ndel a Notl. Inzerty jsou vidigeln
pritomny ve vSech drahach kremirahy 6 a 11. S — standard

Pro dalSi postup byl vybran klot. 1. Ztéto kultury bylo odebrano 90 ul kultury
a zagkovano bylo 500 ml LB média Kan, Tet. Po inkubat¢esp noc byla provedena
velkoobjemové izolace plazmidové DNAcast tohoto vzorku bylaipdana na sekvenaci.
Sekvenace potvrdila 100% spravnostipmveného expresniho vektoru. VWEgek
velkoobjemové izolace plazmidu pET-30a(+) je uvedéab. 5. Ze zbylé rmi kultury klonu
¢. 3 bylo zadkovano kltkou na agarovou plotnu Kan, Tet a pfola inkubace fes noc
pti 37 °C. Z narostlych kolonii bylo vypichnuto 8 kali, pripraveny néni kultury
a provedena selekce prodakho klonu viz. 5.3.1.

Tabulka 5 — Vysledky velkoobjemové izolace plazmid@ DNA

pET-30a(+) L71 (H176C) 1,52 298
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5.3 Fiprava proteinu LLT1 L71 (H176C)

5.3.1 Produkce proteinu

Exprese tohoto proteinu probihala v ki#{LE. coli BL21 Gold (DE3). S osmi rmimi
kulturami bakterii transformovanych plazmidem pE¥a@) L71 (H176C) byla provedena
selekce produdniho klonu viz . 4.2.2. Vysledek byl analyzovanSiaS-PAGE obr. 20.

S 1 1+ 2- 2+ 3 3+ 4- 4+ S 5- 5+ 6 6+ 7- 7+ 8- 8+ S
*E =B , - ﬂ E E 9
-
& s = o ¥ g
= . ¥ - 9 ,
. . b | éi . 24 kDa z * ‘ -~
- z - - - —-— -
‘ T - - " e ' e ’14kDa\ - - T e T i 4
-~ -— —

-~

Obr. 20 Vysledek selekce prodaio klonu. Liché drahy bez indukce, sudé drahiyngokci.
Jako produkni klon byl vybran klon prezentovany ve draze 6+.ssandard

Produkce proteinu byla pozorovana u vSech analygmba klomi v dostaténé mfe.
Pro owieni spravnosti proteinu byl ¥ignut prouzek ozri@ny v draze 6+, bylo provedeno
Stpeni proteinu v polyakrylamidovém gelu trypsineniskané peptidy byly analyzovany
MALDI MS a vystupni data byla porovnana s databazirogramu Mascot. Protein byl
identifikovan jako LLT1 a pokryti sekvence bylo 81MALDI MS spektrum tryptickych
Stpa s rekterymi @irazenymi peptidy viz obr. 21. &feni provedl RNDr. Petr Novak, PhD.
Nasledovala velkoobjemova produkce proteinu v du litB média Kan, Tet dle postupu
viz. kap. 4.2.3. Podminky velkoobjemové produkcetginu byly gevzaty z protokolu
uvedeného v publikaci pracovni skupiny J. Kamislkd [92]. Z produkni kultury byla
izolovana inkluznidiska viz. 4.2.4. Ziskana inkluzniliska byla rozdlena na 4 stejné dily.

Dale bylo postupovano dle znamého protokolu z gabk [92].
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Obr. 21 MALDI FT-ICR MS spektrum tryptickyclemst proteinu LLT1 L71 (H176C)
s prirazenymi identifikovanymi peptidy.

5.3.2 Renaturace a purifikace proteinu

Jeden dil inkluznichétisek byl resuspendovan a solubilizovan v 1 ml ggdianvého pufru
viz. 3.7 Tento solubilizeni roztok neobsahoval Zzadné reduk ¢inidlo. Po rozpu&ni
sedimentu byla stanovena koncentrace protermroztoku dle Bradfordové kap. 4.5.1.
Koncentrace roztoku byla stanovena na 10 mg/ml,o bgdebrano 280 pl roztoku,
coz odpovidalo 2,8 mg denaturovaného proteinu. TatoZstvi proteinu bylo renaturovano
pomoci 100 ml fedem vychlazeného renattmého pufru viz. 3.7 metodou pomalého
naredni kap. 4.3.2. Roztok byl po renaturaci ultrafiithm na objem cca 40 mljgdiltrovan
pies 0,22 um filtr a pomoci centrifugdch koncentratdgr zakoncentrovan na 500 pl.
Tento roztok byl centrifugovan 5 min, 20 000 g. & mikrozkumavky byla pozorovatelna
mala peleta, coZz poukazuje dast&nou precipitaci proteinu. Déle préfila gelova filtrace
na kolorg Superdex 75 10/300 GL s pouzitim pufru pro gelo¥ittmaci (LLT1 H176C)
viz. 3.7 @i pratoku 0,4 ml/min. Supernatant byl Hamiltonovotilsickou nanesen na HPLC
systém AKTAbasic sifipojenou kolonou promytou pufrem. Jednotlivé frakmgdy jimany
do mikrozkumavek a naslegibyly analyzovany na SDS-PAGE. Ehi profil gelové filtrace
LLT1 L71 (H176C) viz. obr. 22.
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Obr. 22 Eluni profil gelové filtrace proteinu LLT1 L71 (H176@a kolow Superdex 75
10/300 GL pi pruatoku 0,4 ml/min. Jimany byly frakce oZeaé 1-5.

Z frakci 2, 3, 4, a 5 bylo odebrano 2 x 10 ul aseméd se stejnym objemem redukujiciho
a neredukujiciho vzorkového pufru a ptbla analyza na SDS-PAGE viz obr. 23. NejvysSi
¢istotu a koncentraci proteinu vykazala frakce 4, které se protein vyskytoval pouze
ve formé monomeru. Tato frakce byla zvolena procgemi gresné hmotnosti proteinu a pokus

o urteni lokalizace disulfidovych vazeb.

S 2R 3R 4R 5R 2N 4N 5N 6N
28 kDa-
18 kDa-
14 kDa-
" G e G

Obr. 23 Analyza frakci z gelové filtrace proteinuTll L71 (H176C). Redukované vzorky
oznaeny R a neredukované N. S — standard
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5.3.3 Charakterizace ripraveného proteinu

U jednotlivych frakci byla stanovena koncentracatginu dle Bradfordové a celkovy ¥yek
proteinu byl 1,15 mg. Pro ziteni gesné hmotnosti bylo z frakce 4 odebrano 25 ul @0 u
protein byl odsolen dle postupu 4.5.9f@g¢an RNDr. Petru Novakovi, PhD., ktery provedl|
analyzu pomoci ESI/FT-ICR MS. Vysledné spektrum wlar. 24. Po dekonvoluci spektra
byla stanovenaipsna monoizotopicka hmotnost celé molekuly protéibtil L71 (H176C)

[M+H] " s inicia&gnim methioninem a po sparovani viech 6 cystam14 185,69 Da s chybou
meteni 1,4 ppm.
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Obr. 24 ESI/FT-ICR hmotnostni  spektrum proteinu  1LT1 (H176C).
Presna monoizotopicka hmotnost celé molekuly [M+bijla stanovena na 14185,69 Da.

Posledni experiment provedeny s proteinem LLT1 ((#176C) bylo stanoveni lokalizace
disulfidovych vazeb v molekule monomeruii Vzorky 4 pg proteinu z frakce 4 po gelové
filtraci byly pripraveny dle postupu 4.5.7 ¢peni probihalo pomoci trypsinu, chymotrypsinu
a Glu-C, nasledhbyly peptidy odsoleny viz 4.5.8. Poté byly vzon§praveny na LC/MS
viz. 4.5.10 a pevedeny do vialek se septem. Vzorky byiggany RNDr. Petru Manovi,
PhD., ktery provedl ®teni LC/MS ESI/FT-ICR. Ziskané peptidy byly separya
pomoci HHPLC systému Agilent 1200 na kalos reverzni fazi. Systém bylipojen
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na iontovy zdroj ESI a analyza probihala pomocilER-MS. Po &tpeni proteasami vznikly
také dvojice peptill které byly spojeny disulfidovou vazbou. Vyhodnioicepekter sptivalo

v nalezeni co ne{iSiho pdtu signah téchto dvojic spojenych pepfids co nejvyssi
intenzitou a co nejnizsi chybou. Tyto dvojice péptbyly s¢azeny dle intenzity sestupn
a dle chyby vzestugn Vyfazeny byly peptidové dvojice, u nichz chybhagahovala 3 ppm
a relativni intenzita nepsahovala 1xf0 Podle zastoupeni dvojic spojenych cysiein
v jednotlivych dvojicich peptitl byla stanovena lokalizace disulfidovych vazebiklBdy
nejprikazrejSich peptidovych dvojic viz. tab. 6 (cysteiny ozemy zlug, Cysl76 zele¥).
Bylo prokdzano fedpokladané spojeni Cys163 s Cysl76, ktery byl elovence vnesen
cilenou mutaci H176C [92]. N&zorné zapojeni didoMiych vazeb v celkové sekvenci

pfipravovaného proteinu viz. obr. 25.

Tabulka 6 — Vybrané dvojice peptidi spojenych disulfidovou vazbou

CosFYFSDDTK- | cyec 11 L 06x1B
M.QAAC,sPESW GFQR | Yoo Y6 | 28752495 ' '
GASSARCITEY-
TRQFPI LGAGEC 63AYLNDK | CYS1esCySi7e | 2807,3257 0,5 3,85x18
| C84SKSDI HV-
C10sDSQDADLAQVESFQEL | CYSw0sCYSias | 2896,3000 0,7 7,71x16

Sekvence LLT1 (H176C):

MHDSNNVEKDITPSELPANPGCLHSKEHSIKATLIWRLFFLIMFLTIIVCGMVAALSAIRAN

CHQEPSVCLQAACPESWIGFQRKCFYFSDDTKNWTSSQRFCDSQDADLAQVESFQELNFLLR
1 | L

YKGPSDHWIGLSREQGQPWKWINGTEWTRQFPILGAGECAYLNDKGASSARCYTERKWIéSK
. — | 1

SDIHV

Obr. 25 Zapojeni disulfidovych vazeb u proteinu LLT1 (H176C).
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5.4 Hiprava proteinu hNKR-P1A Q80

5.4.1 Produkce proteinu

Produkce proteinu probihala v kuku E.coli BL21 CodonPlus (DE3) RIPL.
Tato kultura byla transformovana plazmidem pET-3Dafbsahujicim inzert kédujici usek
extracelularni domény v rozmezi GIn80-Ser225, kigdypripraven Mgr. Alenou Hajkovou.
Z narostlych kolonii byly vypichnutytyti kolonie a byla provedena selekce prothiko
klonu viz. 4.2.2, vysledek byl analyzovan na SDS3#obr. 26.

S 1- 1+ 2-

[\
+

3- 3+ 4- 4+ S

——
ii
33'

[rE——.

e
24 kDa [

UL
UL U

—

-

o o ' #

we BI8TETN,
—_— —_— — —_—

Obr. 26 Vysledek selekce prodnko klonu. Liché drahy bez indukce, sudé drahingokci.
Jako produkni klon byl vybran klon prezentovany ve draze 3+.ssandard

Produkce proteinu ofblizné velikosti 17 kDa byla pozorovana u vSeclalgnovanych
kloni v dostaténé mfe. Pro ovieni spravnosti proteinu byl ¥fgnut prouzek ozrgny
v draze 3+, bylo provedenoépeni proteinu v polyakrylamidovém gelu trypsineniskané
peptidy byly analyzovany MALDI MS a vystupni dat@dporovnana s databazi v programu
Mascot. Protein byl identifikovan jako hNKR-P1A akpyti sekvence bylo 51%. &feni
provedl RNDr. Hynek Mrazek, PhD. Nasledovala veljemova produkce proteinu
ve 2 | LB média Kan, Tet dle postupu viz. kap..3.Z produkni kultury byla izolovana

inkluzni €liska viz. 4.2.4., kter& slouZila jako vychozi migtiepro dalSi experimenty.
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5.4.2 Optimalizace renaturace proteinu

Inkluzni €liska ziskana z 1 | produki kultury byla resuspendovana a solubilizovand vel
guanidinového pufru. Na solubilizaci byl pouzit gidinovy pufr viz 3.7. Ftomnost DTT
v pufru redukuje disulfidové vazby, aby mohly byir&vre spojeny redoxnim systémem,
a guanidin denaturuje nerozpustny protein. Potéghta inkubace 1 hip45 °C, roztok byl
vycefen centrifugaci viz. 4.2.5 a vzdy 1 ml supernatamglo za stédlého michani pomalu
piikapano do 100 ml figdem vychlazeného pufru sEganym PMSF viz. 4.2.5. SloZeni
renaturgnich puff viz. tab. 7. Po hodin michani pi 4 °C byly roztoky pevedeny
do dialyz&nich trubic a dialyzovany oproti 8 | dialyadho pufru (15 mM Tris-HCI, 9 mM
NaCl, 1 mM NaN, pH shodné s renatw@m pufrem) pes noc a poté ve stejnémrstvém
pufru 6 hodin. Jiz ¥ renaturaci byla patrnéasté&na precipitace proteinu a po dialyze byla
pozorovana vyrazna precipitace ve vSech vzorcidslédina purifikace proteinu ionexovou
chromatografii na kolahQ Sepharosy FF s linearnim gradientem NaCpmitoku 3 ml/min
prokézala neusgh renaturace rovnymi elnimi profily.

Tabulka 7 — SloZeni renatur&nich pufri pri optimalizaci renaturace 1

pufr ¢. 1 ¢.2 ¢. 3 ¢. 4
Tris-HCI 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
CaCl, 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
L-Arg 1M 1M 0,4M 1M
cystamin 3mM 3mM 3mM 2 mM
cysteamin 9mM 9mM 9mM 4 mM
NaN; 1mM 1 mM 1mM 1 mM
pH 8,5 9,0 8,5 8,5
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Inkluzni ®liska z 200 ml produlni kultury byla rozpugha ve 4 ml pufru
(6 M guanidin-HCI v PBS viz. 3.7, 1 mM TCEP, 0,03Waurylsarcosin) [97]. Nasledovala
inkubace 30 min, 50 °C. Roztok byl dgten centrifugaci viz. 4.2.5. Supernatant byl pomalu
nakapan za stalého michani do 200 ml vychlazenéhaturégniho pufru B12 siidanym
PMSF viz. 4.2.5. Po 3 hodinach michatii4°C byl roztok peveden do dialyzaich trubic
a dialyzovan fes noc oproti 8 | pufru B (20 mM Tris-HCI, 240 mMa@l, 1 mM KClI,
1mM NaNs pH 9,0) a 6 hodin oproti stejnému objemu pufru 20 (nM Tris-HCI,
20 mM NaCl, 1 mM Nah pH 9,0) oba pufry viz. [97]. Zadna precipitacezprovana
nebyla. Po dialyze byl roztokrgfiltrovan ges 0,22 um filtr a nasledovala ionexova
chromatografie. Kolona Q Sepharosy byigppjena na HPLC systém Biosys 510, promyta
pufrem B (20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1mM NaNpH 9,0) a naslednpufrem A
(20 MM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 1 mM NaiN pH 9,0). Roztok proteinu byl nanesen
na kolonu a naslednbyl protein eluovan linearnim gradientem NaCl d@n@2M do 1 M
koncentrace za 60 min, ok byl 3 ml/min. Eléni profil viz. obr. 27. Jednotlivé frakce byly
jimany, zakoncentrovany na 500 ul a na SDS-PAGE bygklyzovano 10 pl vzorku + 10 pl

redukujiciho a neredukujiciho vzorkového pufru wiar. 28.
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Obr. 27 Eluni profil ionexové chromatografie proteinu hNKR-PX280 na koloa
Q Sepharosy FFip pritoku 3 mli/min. Jimany byly frakce ozeaé 1-7.
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Obr. 28 Analyza zakoncentrovanych frakci z ionexawématografie proteinu hNKR-P1A
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Q80. Redukované vzorky oZaay R a neredukované N. S — standard

V redukovanych vzorcich 5, 6 a 7 je prouzek pratgasrE zietelny, v neredukovanych
vS8ak prouzek &ekavané velikosti pozorovan nebyl. Pro dalSi ogliraci renaturace byly
navrzeny nasledujici renatdra pufry, slozeni viz. tab. 8.

Tabulka 8 — SloZeni renatur&nich pufri p¥i optimalizaci renaturace 2

Tris-HCI 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
CaCl, 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
L-Arg 1M 1M - 0,5M 0,7M

oXx. glutahion 3mM 0,1 mM 3 mM 3 mM 3 mM
red. glutahion 9mM 3 mM 9mM 9mM 9mM

M-p-CD* - - 200 mM - 150 mM

3-(BDMA)PS* - - - 0,5M -
NaNs 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM
pH 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0

* M- B-CD - methyl-$-cyklodextrin

* 3-(BDMA)PS - 3-(benzyldimethylamonium)propansulfamat
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Inkluzni ®liska z1 | produéni kultury byla rozpugha v 5 ml guanidinového pufru
(6 M guanidin-HCI, 50 mM Tris-HCIl, 10 mM DTT, 0,03%-laurylsarcosin, pH 8,0),
nasledovala inkubace 40 min, 50 °C. Roztok byl¢eign centrifugaci viz. 4.2.5,
Vv supernatantu byla stanovena koncentrace pfotdle Bradfordové viz. 4.5.1 a byla
upravena na 1 mg/ml guanidinovym pufrem. Dredem vychlazenych renatdrach pufii

A a B (V=590 ml) bylo pomalu fikapdno za stédlého michani 10 ml denaturovaného
proteinu a do pufr C, D a E (V= 95 ml) bylo fikapano 5 ml denaturovaného proteinu.
Po 1 hodig michani pi 4 °C byly roztoky pevedeny do dialyzaich trubic a dialyzovany
4 h a oproti 8 | dialyzaniho pufru viz. 3.7 a nasledliY h oproticerstvému dialyz&nimu
pufru. Jiz @i renaturaci a také po dialyze byla pozorovanaipitece u vzork C, D a E.
Po dialyze byly odebrany vzorky z obsahu trubic peksrofotometricky byla wiena
absorbanceip320 nm pro detekci agredad @i 280 nm pro pitomnost proteinu, jako pozadi
byl pouzit pufr po dialyze. Breni probihalo na spektrofotometru DU-70. N&emé hodnoty
absorbance uvedeny v tab. 9.

Tabulka 9 — Naméiené hodnoty absorbance vzonk po dialyze

vzorek Azgo As2 A280/320
A 0,2551 0,0287 8,88
B 0,1290 0,0311 4,15
C 0,2664 0,1227 2,17
D 0,3627 0,1541 2,35
E 0,3163 0,1116 2,83

Ze vzorki analyzovanych na spektrofotometru bylo odebranoullCa smiseno
se stejnym objemem redukujiciho a neredukujicihorkavého pufru. Praihla analyza
SDS-PAGE a gely byly obarvenyigtrem, vysledky renaturace A a B viz. obr. 29. Wnka
C, D, E byla pozorovana precipitace proteinu a ymaal neprokazala iffomnost
renaturovaného proteinu. Vysledky vykazaly jakedpokladanou nejugpnsjSi podminku
renatur&ni pufr A. Vzorek byl ultrafiltrovan na cca 300 la vzorek B na 50 ml. Vzorky

C, D, E ultrafiltrovany nebyly. Nasledovala ionedoehromatografie. Kolona Q Sepharosy
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byla pipojena na HPLC systém Biosys 510, byla promyta rgnf B
(15 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM Na} pH 9,0) a nasle@npufrem A (15 mM Tris-HCI,
50 mM NaCl, 1 mM Nahl pH 9,0). VSechny nanasSené roztoky proteinu Ipyfiltrovany
pies 0,22 pum filtr, postugnnaneseny na kolonu a naslédrluovany linearnim gradientem
NaCl od 50 mM do 1 M koncentrace za 60 min gttoku 3 ml/min. Porovnani etaich
profilt viz. obr. 30.

AN BN

24 kDa

14 kDa

Obr. 29 Analyza optimalizace renaturace proteinudpdyze (podminka A a B). Redukované
vzorky oznéeny R a neredukované N. S — standard
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Obr. 30 Elwni profily ionexové chromatografie /ip optimalizaci renaturace
na kolor# Q Sepharosy FF/#p pruatoku 3 ml/min.
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NejlepSi vysledek po ionexové chromatografii vykadzeorek A. Jimané frakce
viz. obr. 31 byly analyzovany jako 10 x koncentm&azorky po 10 ul se stejnym objemem
redukujiciho a neredukujiciho vzorkového pufru BEsSPAGE viz. obr. 32.

1 2 3 45
0,19 -

0,17 -
0,15 -
0,13 -
0,11
0,09 -
0,07 -
0,05 - N

A280

0,03 -

0,01 + . P

i 1 T T T e —— 4 \
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Obr. 31 Elwni profil ionexové chromatografie vzorku A na k@lo® Sepharosy FF
pri pratoku 3 ml/min. Jimané frakce jsou @eay 1-5.

S 1R 2R 3R IN 2N 3N 4N 5N
- 8
24kDa -"
E y
: b 4 - B
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Obr. 32 Analyza jimanych frakci 1-5 z ionexové ofatografie. Redukované vzorky
ozna’eny R a neredukované N. Barvenétsem. S — standard
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Frakce 4 a 5 byly zakoncentrovany na 500 pl a lsytemi provedena gelova filtrace
na kolorg Superdex 200 10/300 GL, ktera byléippjena na HPLC systém Biosys 510.
Kolona byla promyta pufrem (15 mM Tris-HCI, 150 mW&CI, 1 mM NaN, pH 9,0), piitok
¢inil 0,4 ml/min. Vzorky byly centrifugovany 16 0Qf) 3 min a poté naneseny
na kolonu. Jednotlivé frakce byly jimany do mikramkavek. Eldni profil gelové filtrace
frakce 4 z ionexové chromatografie, jehoz analyglkkéxrala nejlepSi vysledek viz. obr. 33.
Jimané frakce byly zakoncentrovany na 50 ul, vAyllbylo smiseno se stejnym objemem
redukujiciho a neredukujiciho vzorkového pufru algrovano na SDS-PAGE. Analyza
SDS-PAGE frakce 3 z gelové filtrace viz. obr. 3&&zala pitomnost prouzku &ekavané
velikosti v redukujicim i neredukujicim prosdi.

0,04 -
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Obr. 33 Elwni profil gelové filtrace frakce 4 zionexové chedografie na koloa
Superdex200 10/300 Gligpriatoku 0,4 mi/min. Jimany frakce 1-5.
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Obr. 34 Analyza SDS-PAGE frakce 3 z gelové filtrdgedukované vzorky ozemy R

a neredukované N. Barvend@ibtem. S — standard

Na obr. 34 je patrnaiftomnost renaturovaného proteinu. Ziskano vSak lglo malé
mnoZstvi proteinu, odhadem v jednotkach mikrograde nebyla stanovovana koncentrace

proteinu dle Bradfordové a proto zde neni uvedesrpy vytzek.
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6. DISKUZE

V SirSim pojeti je pedkladanad diplomova prace sdésti projektu, jehoz cilem
je zmapovani interakce vazebnych parineNKR-P1A a LLT1 ze strukturniho hlediska.
Tato prace pspiva svym dilem ve fortnoptimalizace fipravy hNKR-P1A a fipravy LLT1

s naslednym affenim spravnosti ziskaného proteinu, jeZ bude digako vychozi material
pro studium interakce. Povaha a struktura interdumie studovana zejména preshictvim
hmotnostni spektrometrie a chemického zesitdale NMR spektroskopidi povrchovou
plasmonovou rezonanci. Sila interakcg £k48 uM) a kinetika této interakce jiZz stanovena
byla [92], z hlediska struktury vSak interakce hNRRA a LLT1 detaild charakterizovana
nebyla. Ro#eSeni tohoto problému by svowmu pispélo k lepSimu pochopeni v oblasti
receptorového rozpoznavani Bknmunitniho systému nesoucich na svém povrchuptecg
hNKR-P1A a LLT1.

Prvnim ukolem bylo fipravit protein hNKR-P1A. Jako vychozi material std expresni
vektor pET-30a(+) obsahujici inzert kodujigiast extracelularni domény v rozmezi
GIn80-Ser225, ktery bylipraven Mgr. Alenou Hajkovou. Tento Usek obsahdalsteir,
coz byl gedpoklad pro vznik it intramolekularnich disulfidovych vazeb a¢imbyt
produkovan ve forfh monomeru. Produkce proteinu probihaia §8 °C v bakterialnim
kmenu E. coli BL21 CodonPlus (DE3) RIPL, ktery je specifickyitpmnosti plazmid
kodujicich tRNA typickych pro vysSi organismy, @ proteiny jsou exprimovany.
Tento kmen je tedy moZno pouZzit i pro proteiny, r&tese v jinych kmenech ndda
produkovat, jakoZz tomu bylo i u proteinu hNKR-P1Rodminky produkce byly ipjaty
z [97]. Byla provedena selekce prodaokho klonu, protein o fiedpokladané velikosti
cca 17 kDa byl produkovan v dostaié mfe vSemi klony viz. obr. 26. Jako proaulk klon
byl vybran klon prezentovany v draze 3+, ktery \addanejvyssi produkci proteinu. Z této
drahy byla vyiznuta oblast f@dpokladaného prouzku proteinu a byla proveden#ifdece
pomoci peptidového mapovani. Protein byl identiWiko jako hNKR-P1A s pokrytim 51%
sekvence. Po velkoobjemové produkci byla izolovamduzni t€liska, se kterymi byla
provadna renaturace.

Ac byl zndm renatutai pufr, ktery Udajé protein hNKR-P1A s neflis valnymi vysledky
renaturoval [97], bylo z ekonomickychuawbdi pristoupeno k pokusu o optimalizaci
renaturace pomoci finan¢ meére nara@ného redoxniho systému cystamin/cysteamin

viz. tab. 7. Protein byl renaturovan metodou rybbléngedni s naslednou dialyzou.
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Jiz @i renaturaci vSak ve vSech podminkach dochazeloedigitaci a po dialyze byla
precipitace proteinu velmi silna. Purifikace rematt@aného proteinu ionexovou
chromatografii vykazala ve vSech vzorcich rovné&rélyrofily, které s¥dcily o neusgchu
renaturace. Proto byld@igtoupeno k renaturaci proteinu pomoci znaméhaotuegaiho pufru
B12 [97].

Pii renaturaci a nasledné dialyze precipitace pozorav nebyla. Od ultrafiltrace

na maly objem bylo upudto, protoZe bylo zjigho, Ze v tomto kroku dochazi ke ztratdm
az 75% proteinu vigsledku precipitace. Nasledovala ionexova chromafagr Z analyzy
jednotlivych frakci obr. 28 s porovnanim &hiho profilu viz. obr. 27 je patrné, Ze ve frakcich
1-4 majorit absorbuje &kterd z neproteinovych slozek nanaSeného roztolkateipu,
kterd se vaze na nésa je eluovana gradientem NaCl. Purifikovany proteyl obsazen
castén¢ ve frakci 5 a ve &Si mie ve frakcich 6 a 7. Z porovnani redukovanych
a neredukovanych vzaikv drahach 5, 6 a 7 vyplyva, Ze protein se vyskatoxe forme
agregai, které v neredukované foeneastavaji na rozhrani zadsvaciho a rozliSovaciho
gelu nebo ubec nezaputuji ani do gelu zawostaciho. Agregace proteinu jedtsinou
dusledkem nespravného sbalovani, kdy dochazi k nekadinterakci hydrofobnich
aminokyselinovych zbyik coz gispivad i k nespravnému zapojeni disulfidovych vazeb
a naslednému propojenitgiho p@tu molekul proteinu. Vznik agredattedy signalizuje
nespravnou renaturaci proteinu. Postup [@#dofikrat opakovan. Ani f vétSich mnozstvich
renaturovaného proteinu &tgich objemech renatumrg@ho pufu B12 nebylo purifikovano
alespa malé mnoZstvi renaturovaného proteinu. VZzdy doeloake vzniku proteinovych
agregai. Bylo nutné hledat renatuai podminky dale.

Pro detekci vzniku agredgatpo renaturaci a dialyze byla zvolena metodaremi
absorbance ip 320 nm. Vznikaji-li v denatutmim pufru @i renaturaci a nasledné dialyze
proteinové agregaty, dochazi ke zvySeni absorbamte320 nm [104]. Etomnost
rozpudtného proteinu v roztoku byla detekovan&emim absorbancei80 nm.Cim vy3si
je poner AzgoAszo tim WtSi by n€l byt ponmér renaturovaného proteinu ku koncentraci
proteinovych agregata tedy vyssSi UusiSnost renaturace. Uvedené renatmrgufry C, D, E
obsahovaly M3-CD a 3-(BDMA)PS viz. tab. 8, coz jsou latky, ktdsg msly zamezovat
nezadoucim interakcim hydrofobnich aminokyselinbvyzbytki vedoucich k tvorb
agregai. Dale byl optimalizovan redoxni systém red./oxutgthion a koncentrace-Arg.

Pti renaturaci dochazelo v pufrech C, D, E k silnécguitaci proteinu, ktera u pufrA a B

pozorovana nebyla. Dle nasledné analyzy vizogo dialyze SDS-PAGE byla patrna
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piitomnost renaturovaného proteinu pouze ve vzoréica B viz obr. 29. Dle r¥eni
absorbanceip280 nm a 320 nm nejvysSi pémA,goz20Vykazal vzorek A a podm vzorek

B, u vzorki C, D, E byla pravgpodobna vysSi koncentrace agrég&e vzorky A a B byla
provedena ultrafiltrace, protoZze spravrsbaleny protein by tento krok &n projit
bez komplikaci. B ultrafiltraci dochazi krom redukce objemu pufru také kaste&né
purifikaci vzorku od molekul, menSich nezZ je prapoest membrany, ktera v tomtdipact
byla 10 000 Da. Vzorek A byl zahgatna 300 ml a vzorek B na 50 ml. Nasledovala iomaxo
chromatografie, ktera potvrdila vysledkyfani absorbancefip280 nm a 320 nm. Porovnani
elwnich profili viz. obr. 30. Vyjimku tvél vzorek B, u kterého byla ztrdtovym krokem
ultrafiltrace. Jimané frakce z ionexové chromatfigraobr. 31 byly analyzovany
na SDS-PAGE. Frakce 4 a 5 vykazaljtgmnost renaturovaného proteinu, byly vSakémda
zneistény dalSimi proteinovymi slozkami. Nasledna puriikagelovou filtraci a tyto
nezadouci slozky odstranit. Ehi profil gelové filtrace frakce 4 po ionexové chratografii
viz. obr. 33. Frakce 3 vykazal@ifpmnosteistého renaturovaného proteinu. Na gelu. obr. 34
je patrny elektroforeticky posun kdy v redukujiciprostedi protein putuje pomaleji
v disledku rozpojeni disulfidovych vazeb a naslednénmzvalnini struktury oproti
neredukujicimu progdi. Tento jev naziaje, Ze protein ma v renaturované pogepojeny
cysteiny disulfidovymi vazbami a ¢hby byt sprave sbaleny. Pozice prouékvykazuii,
Ze protein byl ziskan ve fodmmonomeru a vysokéistott. Pokud by byl fitomen dimer

¢i dalSi oligomery byly by patrné prouzky okolo 3B& a vySe. Ziskano vSak bylo tak malé
mnozstvi proteinu, odhadem v jednotkdch mikrodgraie nebyla stanovovana koncentrace
proteinu dle Bradfordové a proto zde neni uvedesrpy vytzek.

Tento vysledek je vyzvou pro dalSi zlepSovanic¢i¥ti a optimalizaci renaturace
hNKR-P1A. Cesta i@s expresi E. coli a naslednou renaturaci vitro je vSak znéné
obtiznd, coz nazkd i tym japonskych wdci [92]. Volba exprese hNKR-P1A
v eukaryotickych systémech je prapodobrg vhodrgjSi volba, finakni nar@nost této
metody je vSak zrad. Pokud by se potip pripravit renaturovany hNKR-P1A
z bakterialnich expresnich systiémdostaténém mnozstvi, jednalo by se o vyrazavrgjsi
a dostupyyjSi metodu pipravy proteinu pro studium interakce s LLT1.

Pro expresi proteinu LLT1 bylo néjde nutné vyrobit expresni plazmidy. Prvnim
z nich byl plazmid obsahujici inzert koduji¢ast extracelularni domény v rozsahu
GIn65-Vall91. Vychozim materialem byl vektor pBloept SK+ s inzertem kodujicim

extracelularni doménu LLT1, kteryipravil Mgr. Branislav Slavik. S timto templatemlay
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provedena PCR amplifikace Useku vymezeného navniiempyimery. PouzZita byla DNA
polymerasa Deep Vent, ktera syntetizuje DNA s tupkomci. Analyza na agarosovém gelu
prokazala pitomnost produktu @ekavaneé délky obr. 11. Nasledovala ligace v kondina
s restriknim S&penim. Pro roz8peni vektoru pBluescript SK+ byla pouZzita resinik
endonukleasaSmal Sgpici vektor na tupo. i ligaci je nejdive rozS¢pen vektor
a poté je do & T4 DNA ligasou viozen inzert¢imz je poruSeno zasahové misto
pro restrikni endonukleasGmala ta uz vektor s inzertem dale rég$t Inzert byl do vektoru
pBluescript SK+ ligovan proto, aby mohl byt nasleaysepen restriknimi endonuklasami
Ndel a Notl, které &pi v zasahovych mistech pouze s dostatm presahem sekvence.
Stejnymi endonukleasami bylépen i expresni vektor pET-30a(+), kohezni konceikdén
Stpenim vektoru i inzertu byly navzajem komplemernitariyly spojeny ligasou. Restéiki
misto Ndel nebylo na z&tku inzertu ped tripletem kodujicim GIn65 voleno nahodile,
protoze kromi své role B Stpeni obsahuje také START kodén plnici svou funkci
pii translaci. Na konci inzertu byl za poslednim latpm bazi koédujich Vall91 lokalizovan
STOP koddn. Po ligaci do vektoru pET-30a(+) @hdb owteni spravnosti ifppraveného
vektoru sekvenaci. Vysledky vSak prokazaljtgmnost transverzni bodové mutace->A
meénici aminokyselinu R175W u obouealanych vzork. Tato mutace je zavazna, protoze
meéni nabitou aminokyselinu za hydrofobni, coiza mit velky vliv na strukturu proteinu.
Proto byla provéatha fada pokug mutaci opravit pomoci mutaich primet dle protokolu
Quikchange Side-Directed Mutagenesis od firmy &gabe. Jednalo se zejména
o optimalizaci teploty nasedani prinfierkoncentrace priméra templatu. Vyskytovaly
se problémy s nasedanim priinejeden z nich dokonce prasgbdobré tvoril vliasenku,
coz bylo zjis¢no po analyze sekvence primeru v programu OligaCZfminy z pokus

0 opravu mutace vSak ni@pesl usgch a PCR produkt ziskan nebyl. Tento expresni vekto
tedy nemohl byt pouZzit pro expresi proteinu.

Dale bylo pistoupeno k fipraw expresniho plazmidu, ktery &n kddovat Usek
extracelularni domény v rozmezi Leu71-Vall91l. Tensek obsahoval mutaci H176C,
ktera ngla zagicinit sparovani domutovaného Cys176 s neparovym &€/sltim nasledn
stabilizovat C-lektinovou doménu. Tato mutace mdaozena na zaklgégporovnani sekvenci
s ostatnimi C-lektiny [92]. Jako templéat slouZikie pTT28 gipraveny Bc. Janem Blahou
s inzertem kédujicim Usek Glu72-Vall91 s vnesenataoi H176C. Pomoci navrZzenych

primeri byla tato sekvence prodlouzenariobidze kodujici Leu. Strategidiklonovani byla
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naprosto shodna jako uguchozi pipravy vektoru. Vysledky sekvenace potvrdily 100%
spravnost fipraveného vektoru.

Pripravenym expresnim vektorem byl transformovan knkercoli BL21 Gold DES3.
Selekce produiniho klonu obr. 20 prokazala dostateu produkci proteinu o velikosti
piiblizné 14 kDa ve vSech analyzovanych klonech. Pro velj@obvou produkci byl vybran
klon prezentovany v drdze 6+, protoZze vykazal r&inprodukci proteinu. Oblast prouzku
s predpokladanym proteinem v draze 6+ bylafizguta a byla provedena identifikace
proteinu pomoci peptidového mapovani. Identifik@odvrdila totoZznost s LLT1 a pokryti
sekvenceinilo 81%. Riklad MALDI MS spektra s &kterymi pitazenymi identifikovanymi
peptidy viz. obr. 21. Renaturace probihala metogomalého ngedini, coz je v naSi
laboratdi netradéni metoda, protoZze drtivactSina proteid je pipravovana metodou
rychlého ngedni. Protein je zde pomalded’ovan renaturgim pufrem | a vlivem snizovani
koncentrace denatufaich ¢inidel dochazi k jeho postupnému sbhalovani. Prdtokoaturace
byl piejat z publikace J. Kamishikiryoa a jeho skuping][2ZvlaStnosti bylo, Ze solubilizai
roztok neobsahoval Zadné rednk¢inidlo, coz byla dalsi odliSnost od standardnihstppu
v naSi laboratih. Renaturovano bylo 2,8 mg denaturovaného proiejmmotoZze objem
renaturéniho pufrucinil 200 ml a maximalni koncentrace proteinu uvetderprotokolu [92]
byla 2 uM. Po gelové filtraci byl zisk&n &hi profil odpovidajici sbalenému proteinu obr. 22.
Jimané frakce analyzované na SDS-PAGE vykazaliitopnost renaturovaného
monomerniho proteinu obr. 23. Nejvysi§totu prokazala frakce 4, frakce 3 obsahovala také
zna&né mnoZzstvi proteinu, ale byla kontaminovana diimerproteinem, coZ Ize pozorovat
jako slaby prouzek o velikostitiplizne¢ 28 kDa. Celkovy vyizek renaturovaného proteinu
¢inil 1,15 mg. Pro zm&eni gesné hmotnosti proteinu byla zvolena c¢istgi frakce 4.
Hmotnostni ESI/FT-ICR spektrum celé molekuly proteiviz obr. 24. Po dekonvoluci
spektra byla stanovenaigsna monoizotopickd hmotnost LLT1 L71 (H176C) [M*H]
s iniciatnim methioninem na 14185,69 Da s chybatitani 1,4 ppm. Nakonec bylo stanoveno
zapojeni disulfidovych vazeb pomoci kapalinové omatografie spojené s hmotnostni
spektrometrii ESI/FT-ICR. Protein zfrakce 4 bylépg@n @imo v gelu trypsinem,
chymotrypsinem a GIlu-C. NejSirSi sada peptithyla ziskana po &peni proteinu
chymotrypsinem. Analyza byla zaloZena na selekgtigevych dvojic propojenych prév
disulfidovou vazbou, které bylyazeny dle chyby a intenzity. Podle zastoupeni dvoji
spojenych cystein v takto ziskanych peptidovych dvojicich, bylo ste@no propojeni

cysteini v celé molekule zkoumaného proteintikRdy nejpiikazrejSich peptidovych dvojic
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viz. tab. 6. Schéma propojeni cysteiwv piipravovaném Useku extracelularni domény
(viz. obr. 25) odpovida klasickému zapojeni disldfiych vazeb v C-lektinové domén
Elu¢ni profil, analyza SDS-PAGE a zji$teé propojeni disulfidovych vazeb napovidaji, nikoli
vSak potvrzuji, Ze by protein dnbyt spravie sbalen. Jakoikaz spravného sbaleni LLT1
by slouzila az vazba s proteinem hNKR-P1A.

Ziskany protein LLT1 L71 (H176C) Ize povazZovat zsstht€né kvalitni vychozi material
pro studium interakce s hNKR-P1A. K charakterizatérakce by bylo je§tvhodné pipravit
cast extracelularni domény LLT1 bez Zimwané mutace a porovnat zda vnesena mutace
ma na interakci s hNKR-P1Asfaky vliv.

Na za¥r nutno zminit, Ze ziskané informace o interakaildawu mit vypo¥dni hodnotu,
ktera by ndla byt posuzovana s d&itou rezervou, protoZze jde pouze o modelové systémy
a situace na Zzivych Bkach a jejich membr&muiaze byt odliSna. Pouzivani modelovych
systénii je bezesporu velmi mocny nastroj pro charakterizaoteini, ale na nasledné
porovnani s zivymi systémy a ryzéinodnimi cji by se nendlo zapominat.
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. ZAVER

Byla produkovan&ast rekombinantni extracelularni domény proteinu
hNKR-P1A VvE. coli.

Protein hNKR-P1A byl identifikovan pomoci peptidnémapovani.

Pripraveno bylo velmi malé mnoZstvi renaturovanélaiginu
hNKR-P1A.

Byly ptipraveny expresni plazmidy pro extracelularni domgroteinu
LLT1.

Byla produkovan&ast rekombinantni extracelularni domény proteinu
LLT1 v E. coli.

Protein byl renaturovan a purifikovan.

Protein LLT1 byl identifikovan pomoci peptidovéh@povani.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byla stanovdrar@ monoizotopicka
hmotnost pipraveného proteinu LLT1.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byléama lokalizace disulfidovych

vazeb v pipraveném proteinu LLT1.
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