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Abstrakt:

Pfirozen¢ zabijecské bunky (NK bunky) jsou lymfocyty schopné nicit nddorové
a viry infikované buniky bez piedesl¢ antigenni senzitizace. Vyuzivaji k tomu svoje aktiva¢ni
a inhibi¢ni povrchové receptory, které interaguji s povrchovymi molekulami cilovych
bun¢k. Imunitni odpovéd” NK bunck zavisi na celkovém souctu signali z obou typi
receptord.

Receptor NKR-P1A lidskych NK bunék patii do strukturni rodiny receptorti
podobnych lektiniim C-typu. Tento receptor interaguje s jeho ligandem LLT1 ze stejné
proteinové rodiny, pficemz tato interakce je charakterizovana nizkou afinitou a vysokou
specifitou. Vytvoreni komplexu NKR-PIA:LLT1 mezi NK buinikou a cilovou butikou
inhibuje cytotoxicitu NK buiiky, a tak je soucasti regulace imunitni odpovédi.

V této préaci byl studovan vliv mutace S159A na oligomerni stav rozpustné
ektodomény lidského NKR-P1A v roztoku. Pro tento ucel byla tspésné rekombinantné
pfipravend mutantni forma rozpustné ektodomény lidského NKR-P1A G90-S225 S159A
ve stabilné transfekovanych lidskych embryonélnich ledvinnych buiikédch 293 (HEK293S
GnTI™). Pfipraveny konstrukt byl purifikovan pomoci afinitni a gelové permeacni
chromatografie a nasledné¢ analyzovan pomoci SDS-PAGE a sedimentacni analyzy.
Vysledky potvrzuji, ze absence N-vazané glykosylace v pozici 157 podporuje dimerizaci

ektodomény v roztoku.

(Prace je psana v ¢eském jazyce.)

Klicova slova:
imunitni systém, rekombinantni exprese, HEK293, NKR-P1A, CD161, NK burky,
piggyBac



Abstract:

Natural killer cells (NK cells) are lymphocytes that possess cytotoxic activity against
tumour or virally infected cells independent of preceding antigen sensitisation. To kill such
cells, they utilise their activating and inhibitory surface receptors that interact with target
cell surface molecules. The immune response carried by NK cells depends on the balance
of both activating and inhibitory signals.

Human NK cell surface receptor NKR-P1A belongs to the structural family
of C-type lectin-like receptors. This receptor interacts with its ligand LLT1, which belongs
to the same protein family, with low affinity and high specificity. The NKR-P1A:LLT1
complex formed between NK cell and its target cell inhibits NK cell cytotoxicity, and hence
is a part of the regulation of immune response.

This thesis studied the effect of S159A mutation on the stoichiometric state of soluble
human NKR-P1A ectodomain in solution. Therefore, a mutant form of NKR-P1A G90-S225
S159A ectodomain was successfully produced in stably transfected human embryonic
kidney cells 293 (HEK293S GnTI™). This construct was purified by affinity
and size-exclusion chromatography, and analysed by SDS-PAGE and analytical
ultracentrifugation. Our results show that the preclusion of N-linked glycosylation

in the position 157 promotes the dimerization of the NKR-P1A ectodomain in solution.

(The thesis is written in Czech.)

Keywords:
immune system, recombinant expression, HEK293, NKR-P1A, CD161, NK cells,
piggyBac
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1. Literarni uvod

1.1 Imunitni systém a NK buriky

Imunitni systém tvofi soubor biologickych struktur a procesti, ktery si evolu¢né
vyvinul komplexni mechanismy pro ochranu organismi pifed patogeny a cizorodymi
latkami. Buniky imunitniho systému jsou odvozené z hematopoetickych kmenovych bunék,
a tvori adaptivni (specificky, pfitomny jen u obratlovcil) a nespecificky imunitni systém!.
Adaptivni imunitni systém zastupuji T a B lymfocyty a nespecificky makrofagy,
granulocyty, zirné bunky, krevni desticky a tzv. pfirozené zabije¢ské buiiky zkracované jako
NK buiiky (z angl. natural killer cells). Avsak oba systémy jsou propojené, a ne vzdy je
mozné je z funk¢niho hlediska striktné odd¢lit. Pfikladem mohou byt makrofagy — zastupci
nespecifické imunity, které slouzi také jako antigen prezentujici buiikky pro adaptivni
imunitni odezvu'.

V sedmdesatych letech 20. stoleti byly poprvé objeveny a popsany mysi NK
buriky?3. Byly zafazeny jako buiiky nespecifického imunitniho systému, protoZe in vitro
projevovaly cytotoxickou aktivitu vici leukemickym buiikdm nezavislou na predeslé
senzitizaci protilatkou. Ukézalo se, Ze NK builky napadaji také alogenné transplantovanou
tkan* a v osmdesatych letech byla pak prokazana jejich cytotoxickd aktivita vici
mikrobialnim parazitim’. NK bufiky mimo jiné participuji na krvetvorb&®. Aktivované NK
buiiky sekretuji granzymy a perforiny jimiz ni¢i nddorové bunky a viry nebo bakteriemi
infikované buiiky, a dale se podili na regulaci imunitni odpovédi produkci cytokinii —
napt. interferonu gama (IFNy)’. Na rozdil od imunitni odpovédi T lymfocytd, se kterymi
sdileji spole¢ného lymfoidniho progenitora®, je imunitni odpovéd NK bunék rychla, protoze
nezavisi na klonalni specificité a expanzi lymfocyt, kterd obecné trva nékolik dni'.

NK buiiky jsou dnes charakterizovany pfedev§im pomoci pfitomnosti povrchového
receptoru NKp46. Tento zpiisob identifikace NK bunék je specifi¢téjsi nez diive vyuZzivana
identifikace pomoci adhezni molekuly CD56, protoze NKp46 je konzistentné exprimovany
u lidi, mysi, potkani, krav a téi druhd opic’. Tento fakt podporuje snahu pro unifikaci
identifikace NK bun&k pomoci NKp46 pro vSechny savce’. BohuZzel NKp46 je pii blizsi
examinaci mozné najit i u nékterych T lymfocytl, tudiz opravdu specificky marker NK

bunék zatim chybi’.



1.1.1 Receptory NK bunék

Pro rozeznéni cilovych bun€k vyuzivaji NK builky sofistikovany repertoar
aktivacnich a inhibi¢nich povrchovych receptort. Tyto receptory kontroluji aktivaci,
proliferaci a efektorové funkce NK bunék skrze interakci s povrchovymi molekulami
cilovych bungk®!°, Rozpoznani a lyze cilovych bunék zavisi na komplexnich
mechanismech, které integruji rizné signaly, jez NK bunka soubézné ziskava. Tyto signaly
rozpozndva pomoci interakce mezi svymi aktivaénimi a inhibi¢nimi receptory a riznymi
ligandy exprimovanych na povrchu bunék’. Obecné lze fici, Ze inhibice cytotoxické
odpovédi NK bunék je disledkem dostatecného signalu od inhibicnich receptort,
anebo nedostate¢ného aktivaéniho signalu zprostfedkovaného aktivaénimi receptory!®
(Obrazek 1, str. 10). Interakce receptori NK bunék s jejich ligandy lze rozdélit do tii
funk¢nich kategorii:

Prvni kategorie je popsana tzv. missing-self konceptem!!. Nadorové butiky a buiky
napadené viry Casto snizuji povrchovou expresi MHC molekul tfidy I, z divodu uniku
pted specifickou imunitou. Absence téchto inhibi¢nich ligandli vede u NK bunék k aktivaci
jejich cytotoxické aktivity a zabiti cilové buniky!!"'?. Nicméné Zadna nebo nizka povrchova
exprese téchto molekul nemusi vést k cytotoxické odpovédi NK bunék (Obrazek 1, str. 10).
Toto tvrzeni potvrzuje fakt, Ze NK builky nezabijeji bunky tkani s nizkou (neurony)
nebo Zadnou (erytrocyty) expresi molekul MHC tfidy I1'°. Jednim z divodi miize byt
nepiitomnost aktivacnich ligandii na bunkach téchto tkédni nebo ptfitomnost inhibi¢nich
ligandti nepatficich do rodiny molekul MHC tfidy I'°.

V ptipad¢ nehomeostatickych podminek (napt. u nddorovych, virem infikovanych
nebo jinak stresovanych bunék) dojde k prezentaci aktivacnich ligandii na povrch cilovych
bun¢k. Interakce téchto ligandii s aktivacnimi receptory NK buiiky spousti cytotoxickou

t!3. Tyto aktivaini receptory NK bunék

odpovéd” NK bunky — tzv. induced-self koncep
se nazyvaji receptory ptirozené cytotoxicity (NCR, natural cytotoxicity receptors), zastupci
té&chto NCR jsou napiiklad NKp30, NKp44 a NKp46'3.

Tteti zplsob interakce NK bunék s cilovymi buitkami je na rozdil od prvnich dvou
zavisly na protilatkich. NK bunky exprimuji receptory rozeznavajici Fc fragment
imunoglobulinti, ktery spousti jejich aktivaci. NK buiiky jsou tudiZz schopné zabit buriky,
které maji na svém povrchu imunoglobuliny navazané'. Nejznaméj$im piikladem je receptor
FcyRIII (CD16) s nizkou afinitou pro Fc fragment imunoglobulinu G (IgG). Tento zptsob

eliminace cilovych bunék se nazyvé cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach (ADCC,



antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)'.

A B
Al AT
aktivaéni <« inhibicni aktivacni _ <« inhibicni
receptor receptor receptor receptor
< MHC t¥idy |
cilova cilova
ey O\ buika bez bez N\ puitka
a .|vacnlc MHC tidy | aktivacnich
ligandd ligand@
NK burika neni aktivovana inhibice NK buriky
C D I
Al Al
aktivacni <« inhibini aktivacni . < inhibigni
receptor receptor receptor receptor
aktivaéni aktivaéni "
|igand Ilgand < MHC tr|dy |
bez
MHC tfidy |

aktivace NK buriky

odpovéd podle
prevysujiciho signalu

Obrazek 1: Inhibice (/) a aktivace (A4) cytotoxické odpovédi NK buriky. Panel A ukazuje, ze NK burnika

nezabiji cilovou buiiku, kdyz na svém povrchu neexprimuje inhibi¢ni molekuly MHC tfidy I, a ani aktivacni

molekuly. Na panelu B je vidét, ze NK buiiku inhibuje ptitomnost povrchovych molekul MHC tiidy I cilové

buiiky. Panel C znazoriuje, Ze interakce aktiva¢nich molekul cilové buiiky s aktivacnimi receptory NK bunky

spousti jeji cytotoxickou aktivitu. Panel D znazoriiuje, ze za piipadu soucasné pritomnosti inhibi¢nich

a aktivaénich povrchovych molekul cilové buiky zavisi cytotoxickd odpovéd’ NK buiky od pievazujiciho

signalu'®. Pozndmka: molekula MHC tiidy I zde slouZi jako piiklad inhibi¢ni molekuly.

10



1.1.1.1 Kategorizace receptort NK bunék

Receptory NK bunc¢k je mozné rozdélit podle jejich funkce na inhibi¢ni a aktivacni,
pficemz pro kazdou z té€chto skupin je charakteristicky evoluéné konzervovany
aminokyselinovy motiv. Pfenos inhibi¢nich signalll zajiSt'uje imunoreceptorovy tyrosinovy
inhibi¢ni motiv (ITIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) se sekvenci
S/T/V/L-X-Y-X-X-1/V/L (kde X oznacuje libovolnou aminokyselinu)'4. ITIM je soucasti
cytoplasmatickych domén vSech inhibicnich receptori NK buné¢k, a také je pritomny
u jinych receptorit bun¢k imunitniho systému. Jako piiklad je mozné uvést Fc receptor
pro IgG (FcyRIIb) B lymfocytt, na kterém byl ITIM poprvé popsan!'®. Interakce ligandu
a inhibicniho receptoru mé& za nasledek fosforylaci tyrosinového zbytku v ITIM
tyrosinkinasou ze Src rodiny (rodina nereceptorovych tyrosinkinas). Nasledné jsou
aktivovany fosfotyrosinfosfatasy, které snizuji turoven fosforylace intracelularnich
signélnich proteinii NK bunék. Vysledkem je inhibice cytotoxicity NK bunék a také jejich
produkce cytokinti!”.

U aktivacénich receptorti byl popsdn imunoreceptorovy tyrosinovy aktivaéni motiv
(ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif). ITAM neni soucasti téchto
receptord, ale je exprimovan na adaptorovych transmembranovych proteinech, se kterymi
aktivacni receptory interaguji'4. Jako piiklad je mozné uvést uz zminény aktivaéni receptor
FcyRIII (CD16), zprostiedkujici ADCC NK bunék, ktery nekovalentné interaguje
s ITAM-obsahujicim adaptorovym proteinem FceRIy!°. Aminokyselinova sekvence ITAM
je Y-X-X-TVL-X(-12)-Y-X-X-I/L, kde X znaci libovolnou aminokyselinu, kterych je
6 az 12 mezi dvéma Y-X-X-I/L motivy!®!4, Po interakci aktiva¢niho receptoru s ligandem
je tyrosinovy zbytek ITAM fosforylovan (analogie s ITIM). Tato fosforylace §ifi signal
pro vylouceni Ca?* iontii do cytosolu NK buiiky a ma za nasledek zvysenou transkripci genti
kodujicich cytokiny a jejich degranulaci tj. cytotoxickou odpovéd’ NK buiiky!. Inhibi¢ni
a aktivacni funkce ITIM a ITAM nejsou ale zcela striktné rozdé€lené: bylo prokazano,
ze existuji ITIM vramci ITAM, a také, Ze v nékterych ptipadech mohou ITAM
zprosttedkovat inhibi¢ni signél, a naopak ITIM signal aktiva¢ni'4,

Receptory NK bunék je také mozné rozdélit dle struktury, a to do dvou rodin. Prvni
zastupuji receptory podobné lektinim C-typu (CTLR, C-type lectin-like receptors)
koédované tzv. genovym komplexem NK bunék (NKC, natural killer gene complex), ktery
se nachdzi na lidském chromosomu 12. Druhé jsou receptory podobné imunoglobuliniim,

které¢ koduje komplex genli pro receptory leukocyti (LRC, leukocyte receptor gene
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complex) na lidském chromosomu 19!>!¢, Inhibi¢ni i aktivaéni receptory NK bunék jsou

kodovany v obou genovych komplexech!.

1.1.1.2 Receptory NK bunék podobné lektindm C-typu

CTLR jsou transmembranové glykoproteiny II. typu s N-terminalni
cytoplasmatickou doménou, jednou transmembrianovou doménou, ktera je ndsledovana
extracelularni oblasti kréku a jednou C-terminalni doménou'.

Lektiny jsou proteiny, které rozpoznavaji a vazou sacharidy, aniz by je enzymaticky
piemé&novaly; k lektinim se dale nepocitaji protilatky!”. Lektiny C-typu pro tuto vazbu
vyzaduji Ca?* ionty, které tvoii koordinani vazbu se dvéma hydroxylovymi skupinami
dané¢ho sacharidu. Vazba mezi lektinem a sacharidem je dale stabilizovana vodikovymi
mustky!8. Schopnost vazat sacharidy je pro lektiny C-typu zprostfedkovana typickou
extracelularni  sacharid-rozpoznavajici doménou (CRD, carbohydrate-recognition
domain)!8-2%, Kompaktni globularni stavba CRD byla popsana pomoci krystalografickych
studii na manosu-vazajicim proteinu z krevniho séra potkand, ktery reprezentuje typickou
CRD?!. Doména byla nazvana ,,doména CRD C-typu* nebo ,lektinova doména C-typu®,
avsak s rostoucim poctem zndmych struktur bylo zji§téno, Ze ne vS§echny CRD mohou vézat
sacharidy a Ca®* ionty'®, a tak pro tyto CRD byl navrhnut obecné&jsi nazev domény podobné
lektinim C-typu (CTLD, C-type lectin-like domains)?2.

Struktura CTLD domény je ve tvaru smycky a typicky obsahuje dva a-helixy a dva
antiparalelni N- a C-terminalni S-listy (Obrazek 2, str. 13). Soucéasti CTLD miize také byt
tzv. dlouhd smycka (,,long loop region”), kterd vychazi a vchazi do domény na pfiblizné
stejném mist&!®. Cela struktura je stabilizovana dvéma nebo vétSinou tiemi evoluéné
konzervovanymi disulfidickymi mustky. Ctyfi cysteiny tvoiici dva disulfidické mistky
stabilizujici  zdkladny obou smycek jsou pfitom nejvice konzervovanymi
aminokyselinovymi zbytky CTLD. Typicky je zaroven tzv. WIGL motiv, ktery je sekvenci
Styf hydrofobnich aminokyselin a tvofi jadro této struktury!®.

CTLD mohou kromé¢ sacharidi vazat také anorganické slouceniny, lipidy
a proteiny'®. Pravé u lymfocytli nachazime receptory, které prostiednictvim jejich CTLD
vazou CTLD proteinovych ligandii cilovych bun&k??. Tyto interakce zprostiedkovavaji
aktivacni a inhibi¢ni signdly pro NK bunky, a tak jsou zisadni pro jejich imunitni
odpovéd®23, Piikladem t&chto CLTR NK bunék je rodina NKR-P1'6. U lidi se vyskytuji i
receptory v této roding, a to NKR-P1A (také CD161), NKp80 a NKp65. Bylo prokazano,
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ze ligandy receptorit NKR-P1 jsou glykoproteiny s CTLD z CLEC2 podrodiny, které¢ jsou
stejn¢ jako receptory NKR-P1 koédované v NKC. Pro inhibiéni NKR-P1A je to LLT1
(lectin-like transcript 1)* a pro aktivaéni NKp80 a NKp65 receptory to jsou v tomto poradi
AICL (activation-induced C-type lectin) a KACL (keratinocyte-associated C-type lectin)
(Obrazek 3, str. 14)'°,

Obrazek 2: Typicka struktura CTLD. V hlavni ¢asti domény je vidét antiparalelni [S-list tvoreny
N- a C-terminalnimi S-vlakny (S1, B5; ), druhy antiparalelni S-list (52, 3, f4; ), a také dva
a-helixy (al, a2; ¢ervené). Tzv. dlouhd smycka je zobrazena modre. Cysteinové zbytky (CO, CO‘, C1-C4)
tvorici disulfidické mustky jsou vyznacené oranzovym palickovym modelem. C1-C4 stabilizuji zdkladny
obou smy¢ek CTLD a CO0, CO* tvofi tieti disulfidicky mistek pfitomny u vétSiny CTLD'. Vytvofeno
v programu PyMOL?* (PDB kod: 1K91).
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Obrazek 3: Blizka pozice genii rodiny lidskych receptori NKR-P1 a jejich ligandu. Panel A zobrazuje
jednotlivé pary receptorti rodiny NKR-P1 a jejich povrchovych ligandt na cilovych buiikach. V zavorkach jsou
uvedeny nazvy gend, které je koduji. Znak - znaci inhibi¢ni receptor a znak + aktiva¢ni. Panel B zobrazuje
blizkou pozici gend na lidském chromosomu 12 (oblast 1, pruh 3), které koduji NKR-P1 receptory a jejich

ligandy. PieruSované ¢ary znadi pér receptor-ligand and Sipky udavaji transkrip&ni orientaci'®.

1.1.2 Lidsky receptor NKR-P1A

Predmétem této prace je lidsky receptor NKR-P1A, ktery je kodovan genem KLRB1
v NKC na chromosomu 122°, Tento receptor je jedinym lidskym homologem mysiho
NKR-P1 receptoru (konkrétng NKR-P1B), se kterym sdili 46% aminokyselinové identity?®.
NKR-PIA je exprimovan na NK buiikach, ale také na T a B lymfocytech. Pfiblizné 25%
zralych perifernich T lymfocytd exprimuje NKR-P1A?® a pro Th17 a né&které Tcl7
lymfocyty je pfimo jejich specifickym povrchovym znakem?’. V roce 1994 bylo popsano,
ze lidsky receptor NKR-P1A je na povrchu lymfocyti exprimovan jako disulfidicky vazany
homodimer?$. Tato forma disulfidické dimerizace v oblasti kr¢ku receptoru je pro CTLR
kodované v NKC typicka's.

Receptor NKR-P1A nema typické aktivacni ani inhibi¢ni motivy, avSak funkéné

se chova jako kostimula¢ni nebo inhibicni receptor v zavislosti na buiice, kterou je
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exprimovan?®, Vytvoreni komplexu NKR-P1A:LLT1 mezi NK buiikou a cilovou buiikou
inhibuje cytotoxicitu NK buiiky a snizuje jeji produkci IFNy?*. Bylo vsak také prokazano,
ze vytvoreni tohoto komplexu mezi NKR-P1A na T lymfocytu a LLT1 cilové buiikky ma
kostimulaéni charakter a zvySuje produkci IFNy T lymfocytu?>.

LLTI neni za normalnich podminek na povrchu lymfocyti exprimovéan. Exprese
LLT1 je zvySena a koordinovana specifickou stimulaci pies receptory podobné receptoru
Toll (TLR, Toll-like receptors) B lymfocyth a dendritickych bunék?®. Exprese LLTI je
tak soucasti homeostatické kontroly aktivity NK bunék, ktera je nutna pro spravné fungujici
imunitni systém. NKR-P1A a LLT1 maji vii¢i sobé nizkou afinitu (Kp ~ 48 uM) a zaroven
signaly po jejich navazéani jsou relativné nizké intenzity, tudiz pro jejich detekci je nutné

dostate¢né mnozstvi NKR-P1A a LLT1 exprimovaného na povrchu bunék?.

1.1.2.1 Mutovand forma lidského NKR-P1A

V této praci je zkoumédn vliv N-vazané glykosylace na asparaginu 157
na oligomerizaci rozpustné ektodomény NKR-P1A v roztoku. Ze strukturnich studii je
mozné predpokladat, Zze glykosylace mulze ovliviiovat oligomerni stav ektodomény
NKR-PIA. Ektodoména lidského NKR-P1A ma tifi N-vdzand glykosylacni mista,
v aminokyselinové sekvenci to jsou mista 116, 157 a 169. V dimerizatnim rozhrani
ektodomény se nachazeji glykosylacni mista 116 a 157 (Obrazek 4 a 5, str. 16). Misto 169
se v této ¢asti nenachazi, a tudiz se nemize podilet na dimerizaci ektodomény.

Mista 116 a 157 se nachazi v dimerizaénim rozhrani orientovany proti sobé
na opacnych fetézcich. Ze struktury je patrné, ze v ptipadé obsazeni obou protilehlych
N-vazanych glykosylacnich mist oligosacharidovymi fetézci budou tyto fetézce stericky
branit tvorbé predpokladaného nekovalentniho dimeru. Naproti tomu obsazenost jen
jednoho z téchto dvou moznych glykosyla¢nich mist umozni tvorbu vodikovych mistkl
mezi sacharidem a druhou ektodoménou NKR-P1A, a tak ptfedpokladany nekovalentni
dimer potencialné stabilizuje (Obrazek 4 a 5 str. 16).

Akceptor N-vazané glykosylace je asparaginovy zbytek v konvencni sekvenci
N-X-S/T (kde X oznacuje libovolnou aminokyselinu kromé prolinu). Avsak ne kazdy
asparagin v takové sekvenci je vzdy glykosylovan, pro tuto glykosylaci je také nutna vhodna
konformace daného peptidu®®. Zménou této aminokyselinové sekvence cilenou mutaci je
mozné této glykosylaci zabranit. Pro podpoteni pfedpoklddané dimerizace bylo tudiz cilenou

mutaci S159A zamezeno N-vazané glykosylaci na Asn 157.
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Obrazek 4: Struktura homodimeru ektodomény lidského NKR-P1A. Expresni konstrukt G90-S225,
- a modie jsou zvyraznéné monomery ektodomény NKR-P1A. Sacharidové zbytky jsou vyznaCené
kulickovym modelem, kde cervend znazoriuje kyslik a tmavomodra dusik. N-vazana glykosylacni mista 116
a 157 se nachazi v dimerizaénim rozhrani a jsou orientovany proti sobé na opacnych fetézcich monomerut.
Naproti tomu glykosylaéni misto 169 je na vnéjSich strandich monomerd a nepodili se na dimerizaci
ektodomény. Vytvoreno v programu PyMOL?* (kod PDB: SMGR).

Asn 116_ X
Ly Tk, g o
A /\\ E
R /l‘

-

_\

Asn 116A

Obrazek 5: Detail dimeriza¢niho rozhrani homodimeru ektodomény lidského NKR-P1A p¥i pohledu
shora. Expresni konstrukt G90-S225, indexy A, B oznacuji monomery ektodomény A (-) a B (modra),
kde NAG je N-acetylglukosamin (kulickovy model). Obsazeni N-vazanym NAG jenom jednoho
glykosyla¢niho mista dimeriza¢niho rozhrani (misto 116) umozni tvorbu vodikovych mistkii mezi timto NAG

a neglykosylovanym Asn 157 druhého monomeru. Vytvoteno v programu PyMOL?** (kéd PDB: 5SMGR).
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1.2 Lidské embryonalni ledvinné burky 293

Lidské embryondlni ledvinné buiiky 293 (HEK293, human embryonic kidney cells
293) oznacuji bunécnou linii, ktera je Siroce vyuzivana jako expresni systém pro vyrobu
rekombinantnich proteinG*°. Tato linie byla vytvofena roku 1976 Frankem Grahamem
pomoci transformace embryondlnich ledvinnych bunék ziskanych z potraceného embrya
virovou DNA adenoviru 5. Tato transformace zpusobila u bunééného klonu cislo 293
imortalizaci, a tedy uzpusobila tyto buiiky, oznacované dnes HEK293, pro védecké studie?!.
Bunky HEK293 jsou schopné zabezpecit vétSinu post-translacnich modifikaci a spravného
sbaleni exprimovanych proteini, a tudiz jsou Castou volbou pro rekombinantni expresi
proteinti. Krom¢ toho je mozné je transfekovat riznymi metodami s vysokou efektivitou
¢emuZ pak odpovida i efektivni produkce zadanych protein®.

Transfekce je proces vlozeni cizorodého genetického materidlu do eukaryotickych
bunék za cilem ziskani bun&k geneticky modifikovanych®?. Pro tento divod je také
vyuzivana v rekombinantni expresi proteinll: builka pfijme geneticky material, exprimuje
gen a produkuje zddany protein. Takto vlozeny geneticky materidl mize v bunikach existovat
transientn¢ nebo stabiln€. Pti transientni expresi se v bunééné linii nachazi jenom limitovany
Cas, protoze neni integrovany do genomu bunék. Délenim bunék se tudiz postupné v linii
ztraci. Na druhé strané pfi stabilni transfekei je geneticky materidl vlozen do genomu bunék,
a tak je zachovan i pii jejich déleni*2. Obecné nelze urdit, kterd z t€chto dvou metod exprese
je lepsi, protoze zalezi na mnoha faktorech jako je charakter bunécné linie a rekombinantni
DNA. Exprese rozpustné ektodomény NKR-P1A ve stabilné¢ transfekovanych lidskych
HEK293 burikach se s ohledem na vyt&zek jevi jako nejvhodn&jsi®? a proto byla také zvolena

v této praci.

1.2.1 Expresni transposonovy systém piggyBac

Klasickd metoda stabilni integrace cizorodé DNA do cilové buniky (tj. spontanni
integrace) ma nékolik nevyhod. Jednou z nich je tzv. pozi¢ni efekt, pfi kterém dochazi
ke zmé&né pozice genu na chromosomu, co mize ovlivnit jeho expresi**. Dalsi nevyhodou je
Casté vlozeni transgenni DNA ve form¢ konkatemeru, tj. dlouhé molekuly DNA obsahujici
opakované sekvence puvodni transgenni DNA. Tyto genomové struktury mohou byt
inaktivovany a tedy neexprimovany. Tato inaktivace je vyvoldna opakujici se sekvenci
anazyva se RIGS (repeat-induced gene silencing), coz Ize voln¢ ptelozit jako inaktivace

genu vyvolana opakovanim™.
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Z divodu existence nevyhod spontanni integrace vznikly metody vyuzivajici
transposony pro Usp&$nou integraci transgenni DNA34, Transposon je mobilni geneticky
element, ktery napomaha integraci transgenni DNA do genomu cilové buniky. Transposon
II. tfidy je DNA transposon, ktery je integrovan tzv. procesem vystiihnuti a vloZeni (z angl.
cut and paste process), tj. je vystfizen z jednoho mista na DNA a vloZen na misto nové*®.
K tomuto procesu potiebuje enzym transposasu, pticemz tento enzym muze byt kédovany
sekvenci, ktera je pfimou souéasti transposonu®’.

Jeden z efektivnich expresnich transposonovych systéml vyuziva transposon
I1. tfidy piggyBac. Tento transposon je ohrani¢en inverznimi terminalnimi sekvencemi (ITS)
13 parh bazi, které rozeznava piggyBac transposasa (PBasa). PBasa rozstépi ITS a cely jimi
ohrani¢eny DNA fragment vlozi na ndhodné TTAA misto genomu dané bunky, pficemz tuto
TTAA sekvenci pii inzerci duplikuje’’. Do piggyBac transposonu muze byt vloZzena
transgenni sekvence DNA a transposi¢ni aktivita miize byt spuSténa PBasou nachazejici
se na jiném plasmidu’®. Systém piggyBac vyuzity v této praci vyuZziva téi plasmidd — prvni
dva obsahuji transposony a tfeti obsahuje sekvenci, kterd kéduje PBasu, konkrétné jeji
tzv. hyperaktivni formu®®. Prvni transposon-obsahujici plasmid nese element responsivni
pro tetracyklin (TRE, tetracycline response element), gen pro antibiotickou rezistenci
(napf. puromycin) a transgenni DNA, kterd ma byt stabilné integrovana do genomu dané
bunky, napt. buitky HEK293. Druhy transposon-obsahujici plasmid nese gen, ktery koduje
protein reverzni tetracyklinovy transaktivator (rtTA, reverse tetracycline transactivator),
a zéroven obsahuje gen pro jinou antibiotickou rezistenci, nez byla u prvniho plasmidu
(napf. neomycin)** (Obrazek 6, str. 19).

Po transfekci vSech tfi plasmidll do cilové burnky transientné exprimovana PBasa
zprostiedkuje vloZeni transposont z prvniho a druhého plasmidu do bunééného genomu.
Bunky, které takto uspésné integrovaly oba transposony do svého genomu jsou selektovany
pomoci rezistence na ob¢ antibiotika. Exprimovany rtTA protein se za pfitomnosti
doxycyklinu (derivat tetracyklinu) vaze na TRE a spousti transkripci transgenni DNA
(tzv. Tet-On systém)**3°, Doxycyklinem je tudiZ jednoduché regulovat expresi transgenni

DNA (Obrazek 6, str. 19).
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Obrazek 6: Expresni systém piggyBac. Cervené $ipky oznatuji promotory. Panel A zobrazuje oba
transposon-obsahujici plasmidy a transientné exprimovanou PBasu ze tfetiho plasmidu, kterd stépi ITS
sekvence transposond. Prvni transposon obsahuje TRE, transgenni DNA (trDNA) a gen pro rezistenci
na puromycin (puro). Druhy transposon obsahuje gen, ktery koduje protein rtTA a gen pro rezistenci
na neomycin (neo). Panel B zobrazuje vystépené transposony, ktera PBasa vlozi na ndhodné TTAA misto
bunééného genomu, pricemz tyto mista replikuje. Panel C schematicky zobrazuje DNA po vlozeni prvniho
(tr1) a druhého transposonu (tr2). Panel D znazoriiuje spusténi transkripce transgenni DNA navazanim rtTA

proteinu za ptitomnosti doxycyklinu (doxy) na TRE,

Tento piggyBac transposonovy systém je n€kolikanasobné efektivnéjsi nez klasicka
integracni metoda. Jeho vyhoda je, Ze funguje s mnohymi bézn¢ vyuzivanymi bunéénymi

liniemi a vyZaduje jenom jeden transfekéni krok. Konkrétné je také vhodny pro praci

“evr 134
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2. Cile prace

1. Rekombinantni pfiprava rozpustné ektodomény G90-S225 lidského NKR-P1A
s bodovou mutaci SI59A ve stabilné transfekovanych buiikdch HEK293S GnTI~
2. Purifikace pfipravené¢ho rekombinantniho proteinu

3. Studium vlivu mutace S159A na oligomerni stav rozpustné¢ ektodomény lidského
NKR-PIA v roztoku
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3. Material

3.1 Pfistroje a pomacky
Analytickéd ultracentrifuga ProteomeLab XL-1
Automatické pipety PIPETMAN
Centrifuga Allegra X-30R
Centrifuga EBA 12R
Centrifugacni zkumavky 85 ml
Centrifugacni filtr UltraFree-MC VV
Elektroforetickd souprava pro SDS-PAGE

Filtr pro filtraci bunéného média, pory 0,22 pm

FPLC systém Akta Basic

Hemocytometr

HPLC systém Akta Basic

Inkubéator MCO-18 AIC

Inkubétor Raven 2

Kolona HiTrap Desalting 5 ml

Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL
Kolona HiTrap TALON crude 5 ml

Koncentrator Amicon Ultra — 0,5 ml nebo 4 ml
(MWCO 10000 Da)

Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Mikrozkumavky 1,5 ml
Spektrofotometr DS-11

Termoblok Elite Dry Bath Incubator
Ttepacka Celltron

Ttepacka Orbit 1000

Zkumavky centrifugacni Falcon 15 ml

3.2 Chemikalie

Akrylamid
N, N'-methylenbisakrylamid

Beckman Coulter, USA
Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Hettich, Svycarsko
Beckman Coulter, USA
Merck, USA

Bio-Rad, Némecko
Merck, USA

GE Healthcare, USA
Sigma-Aldrich, USA
GE Healthcare, USA

Sanyo, Japonsko

LTE Scientific, Velka Britanie

GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Merck, USA

P-Lab, CR
Eppendorf, USA
DeNovix, USA
Major Science, USA
Infors HT, Svycarsko

Labnet International, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko



Azid sodny

Citrat sodny
Coomassie Brilliant Blue R-250
Chlorid sodny
Geneticin (G418)
HEPES

Imidazol

IPEI
Na,HPO,4-12H,0
Peroxodisiran amonny
Puromycin

SDS

Standard pro SDS-PAGE Spectra Multicolour Broad
Range Protein Ladder

TEMED

Tris

3.3 Bunécné linie

HEK?293S GnTI™

3.4 Vektory

pUT7 NKRP1A SI159A

PB-RN
Kanada
pCMV-hyPBase

3.5 Enzymy
Endoglykosidasa F1

SERVA, Némecko

Lachema, Ceska Republika
Fluka, Svycarsko

Lach-Ner, Ceska Republika
Thermo Fisher Scientific, USA
Merck, USA

Carl Roth, Némecko
Polysciences, USA

Lach-Ner, Ceska Republika
SERVA, Némecko

Invivogen, USA

Jersey Lab Supply, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

SERVA, Némecko
Carl Roth, Némecko

ATCC, USA

Mgr. Barbora Kalouskova, Katedra biochemie PiF UK
Prof. James M. Rini, Ph.D., University of Toronto,

Wellcome Sanger Institute, Anglie

Mgr. Ondiej Skotepa, Katedra biochemie PiF UK
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3.6 Roztoky a média

3.6.1 Pufrya jiné roztoky

Akrylamid/N,N'"-methylenbisakrylamid 30%: N, N"-methylenbisakrylamid 0,8% (w/v),

akrylamid 29,2% (w/v)

Citratovy pufr 10x koncentrovany: 0,5 M citrat sodny, pH 5,5

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3

HEPES pufr: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj;, pH 7,5

IPEI roztok: 1% IPEI (w/v), 150 mM NaCl, pH 7,0

Odbarvovaci roztok pro akrylamidové gely: ethanol 35% (w/v), kyselina
octova 55% (w/v)

PBS pufr: 50 mM Na,HPO,, 300 mM NacCl, 10 mM NaN;, pH 7,5

PBS pufr simidazolem: 50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 10 mM NaN;, 250 mM

imidazol, pH 7,0

PBS-TK pufr: 10 mM Na,HPO,, 150 mM NacCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,HPO,, pH 7,0

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

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici 5x koncentrovany: vzorkovy pufr pro
SDS-PAGE neredukujici 5x konc., 5% (v/v) -merkaptoethanol

3.6.2 Kultivaéni média
EX-CELL 293: komer¢ni médium (Merck, USA), pted pouzitim doplnéno o L-glutamin

do 4 mM koncentrace
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4. Metody

4.1 Prace s bunécnymi liniemi HEK293

4.1.1 Kultivace bunééné linie

Bunééné kultury jsou uchovavany v kryozkumavkach pti —80°C. Takto zmrazené
alikvotni podily bun&né suspenze o objemu 1 ml maji bun&nou hustotu 5-10° b/ml.
Suspenze byla co nejrychleji rozmrazena ve vodni lazni predehtaté na 37 °C a pifenesena
do 10 ml média EX-CELL 293. Centrifugaci po dobu 5 minut pfi 95 % g a 21 °C byly buiiky
oplachnuté od supernatantu obsahujiciho kryoprotektant (10% DMSO (v/v)). Bunécna
peleta byla resuspendovana v 10 ml kultivaéniho média a pfenesena na 10 cm Petriho misku.
Buiiky byly kultivovany v inkubatoru MCO0-18 AIC pti 37 °C a 5% COs. Poté, co se bunky
zacaly délit, byly pfeneseny do 30 ml ¢tverhranné lahve a umistény na tiepacku Celltron
umisténou v inkubatoru. Kultivace probihala dale pti 37 °C, 135 ot./min a 5% COsx.

Jednou za 3 az4 dny probihala subkultivace. Pomoci hemocytometru byla provadéna
kontrola bunééné hustoty a viability. Cast bun&éné suspenze byla doplnéna kultivaénim
médiem tak, aby vyslednd hustota bun&k ¢inila 0,2 — 0,3-10° b/ml a zaroven objem ptvodni
suspenze €inil maximalné 10 % vysledného objemu. Pokud doslo k pfekroceni této hodnoty,
suspenze byla centrifugovdna 5 minut pii 95 xg a 21°C apeleta byla nasledné
resuspendovana v kultivanim médiu. Z diivodu dostatecného provzdu$néni tvofila
suspenze maximalné 40 % objemu ctverhranné lahve. Takto byly bunky kultivovany

az do dosaZeni optimalni viability a poctu buné€k pro transfekci.

4.1.2 Produkce mutovaného NKR P1A ve stabilné transfekované linii

Buiiky linie HEK293S GnTI™ byly kotransfekovany tfemi plasmidy. Prvni
z plasmidti (pUT7 NKRP1A S159A) byl kontrolovany TRE promotorem a nesl proteinovy
konstrukt lidského NKR-P1A G90-S225 s mutaci S159A ohrani¢eny kratkymi repeticemi
a rezistenci na puromycin. Druhy plasmid (PB-RN) nesl induktor rtTA, také ohrani¢eny
repeticemi, a gen pro rezistenci na geneticin (G418). K integraci do genomu slouzil treti
pomocny plasmid (pCMV-hyPBase), ktery nesl gen pro hyperaktivni piggyBac transposasu.
Timto plasmidem jsou bunky transfekovany pouze transientné. Expresi proteinu lze

indukovat doxycyklinem.
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4.1.3 Transfekce bunééné linie

Bunécna suspenze HEK293S GnTI™ byla centrifugaci (5 minut pii 95 x g, 20 °C)
pievedena do Cerstvého média EX-CELL 293. Vysledna hustota byla 23,5-10% b/ml
a vysledny objem 1,2 ml. Buniky byly umistény do jedné z jamek na 12-jamkové desticce.
K bunééné suspenzi bylo pfiddno 300 pl sterilntho DNA transfekéniho mixu
v pufru PBS-TK. Transfekéni mix obsahoval tfi plasmidy: pUT7 NKRPIA SI159A
(24 pg), PB-RN (3 pg) a pCMV-hyPBase (3 pg). K bunééné suspenzi byl pridan roztok
IPEL. Pomér DNA a IPEI byl 1:4, tudiz ke 30 ug DNA bylo pfidéno 120 pg IPEI (12 pl
roztoku IPEI). Desticka byla umisténa na 4 hodiny na tiepacku v inkubatoru MC0-18 AIC
(135 ot./min, 37°C a 5% COz). Poté byla bunécnd suspenze pienesena do 100 ml
¢tverhranné lahve s prodySnym vickem a doplnéna médiem EX-CELL 293 na 30 ml

a ponechana v inkubatoru (135 ot./min, 37 °C a 5 % CO»).

4.1.4 Selekce stabilnich linif

Po 48 hodinach po transfekci byla pfidana selekéni antibiotika (puromycin
do koncentrace 5 pg/ml a G418 do koncentrace 50 pg/ml). Kazdy tteti den byly buiky
pfepocitany a centrifugaci prevedeny do Cerstvého média EX-CELL 293 a opét byla ptidana
antibiotika. Kdyz ptesly buniky opét do faze rlstu a dosahly 100% viability, bylo zamrazeno
n¢kolik alikvotnich podilt.

4.1.5 Indukce produkce konstruktu NKR-P1A S159A
Naésledné byly buniky kultivovany a rozriistany do vétSich objemt (300 ml suspenze
v 1ahvi o objemu 1 litr). Po dosaZeni bun&&né hustoty 3 — 5-10° b/ml bylo pfidano indukéni

antibiotikum (doxycyklin do koncentrace 1 pg/ml).

4.2. Sklizeni produkci

Produkujici suspenze byly sklizené centrifugaci 5. den po indukci nebo kdyz klesla
viabilita pod 40%. Kazdd suspenze byla rozdélena do 85 ml centrifugacnich kyvet
a centrifugovana pii 10864 x g a 20 °C po dobu 50 minut. Nésledné byla zfiltrovana pies

filtr s 0,22 um pory a uchovana pii —20 °C.
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4.3 Afinitni chromatografie

Pro purifikaci pomoci afinitni chromatografie byla pouZzita kolona HiTrap TALON
crude obsahujici imobilizované kobaltnaté ionty, které vykazuji afinitu k histidinové kotveé
purifikovaného proteinu. Chromatografie byla provedena pomoci FPLC pristroje AKTA
Basic. Zfiltrované médium bylo rozmrazeno a ziedéno PBS pufrem v poméru 1:1. Kolona
byla ekvilibrovdna PBS pufrem a nasledné bylo ziedéné médium naneseno na kolonu
rychlosti 5 ml/min. Po naneseni byla kolona promyta PBS pufrem.

Nésledné byl protein NKR-PIA S159A navdzany na TALON kolon¢ eluovan
pufrem PBS s imidazolem (250 mM). Pouzitim kolon HiTrap Desalting byl eluat ptimo
pfeveden do PBS pufru bez imidazolu. Frakce byly sbirany do 15 ml centrifugacnich
zkumavek. Nastiik a sbér frakci byl opakovan, dokud dochéazelo k efektivni eluci

zachyceného proteinu z afinitni kolony.

4.4 Zkoncentrovani frakci s obsahem proteinu NKR-P1A S159A

Po afinitni chromatografii byly frakce s obsahem proteinu zkoncentrované na 4 ml
centrifugaénim koncentratoru Amicon Ultra (MWCO 10000 Da). Koncentrator
s nanesenym vzorkem byl centrifugovan pti 3900 x g a 20 °C po dobu 5 minut. Nésledné
byl retenat promichan opakovanym nasatim a vysatim pipetou, aby se zabranilo srazeni

proteinu. Tento postup byl opakovan do dosazeni pozadovaného objemu 250 az 500 pl.

4.5 Gelova permeacni chromatografie

Zkoncentrovany vzorek byl centrifugovan pii 30000 x g po dobu 5 minut.
Chromatografie byla provedena na koloné Superdex 200 Increase 10/300 GL pfipojené
k HPLC systému AKTA Basic. Kolona byla nejprve ekvilibrovdna do HEPES pufru. Tento
pufr byl také pouzity k promyti a naplnéni nastiikové smycky o objemu 1 ml. Nasledné byl
proveden nastfik vzorku a chromatografie probihala rychlosti 0,5 ml/min. Frakce o objemu

0,5 ml byly sbirany pomoci automatického sbérace do 1,5 ml mikrozkumavek.
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4.6 Charakterizace pripraveného proteinu

4.6.1 Stanoveni koncentrace po gelové permeacni chromatografii

Meéteni koncentrace bylo provedeno na spektrofotometru DeNovix DS-11.
V ptistrojovém menu byla zvolena metoda méfeni Protein A280. Koncentrace proteinu byla
spocitana po zadani molekulové hmotnosti proteinu 17413,67 Da a jeho teoretického
extinkéniho koeficientu 39335 M~1cm™2, které byly uréeny pomoci programu ProtParam™.

Pro méteni byly vzdy pouzity 2 pl vzorku, jako slepy vzorek byl pouzit HEPES puft.

4.6.2 Deglykosylace NKR-P1A S159A

Z frakci s obsahem NKR-P1A S159A po gelové permeacni chromatografii bylo vzdy
odpipetovano takové mnozstvi, aby obsah proteinu ve vzorku ¢inil 2,5 pg. Stejné bylo
postupovano s nemutovanym typem tohoto proteinu. K obéma vzorkiim byl vzdy ptidan 1 pl
roztoku endoglykosidasy F1 o koncentraci 1,4 mg/ml, a 2 pl citratového pufru. Vzorky byly
inkubovany pfti 37 °C po dobu 90 minut.

4.6.3 Elektroforetickd analyza proteinu v denaturujicim prostrfedi

Pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v ptfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE, sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) byly pfipraveny
dva gely podle Tabulky 1 (str. 28). Peroxodisiran amonny (APS, ammonium persulfate) byl
do smési na ptipravu geli vzdy pipetovan jako posledni, protoze spousti radikélovou
polymeraci 30% roztoku akrylamidu a N, N'-methylenbisakrylamidu. Koncentrace tohoto
roztoku v rozdélovacim gelu byla 12,5%.

Nejprve byl ptipraveny gel rozdélovaci. Po pridani APS byl roztok pro rozdélovaci
gel urychlené pipetovan mezi elektroforetickd skla a prevrstven destilovanou vodou.
Po zatuhnuti rozdélovaciho gelu byla odstranéna voda a nad rozdélovaci gel byl pipetovan
gel zaostfovaci az po horni okraj elektroforetickych skel. Mezi skla byl ihned zasunut hieben
pro vytvoreni jamek v zaostfovacim gelu, ktery mél minimalni vysku 1,5 cm. Po zatuhnuti
gelu byl hieben odstranén a elektroforeticka skla s gely byla vlozena do elektroforetické

vany naplnéné dostatecnym mnozstvim elektrodového pufru.
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Tabulka 1: Chemikalie pro piipravu polyakrylamidovych geli. Objemy jsou uvedené pro pfipravu jednoho
polyakrylamidového gelu. Koncentrace 30% roztoku akrylamidu a N, N'-methylenbisakrylamidu (AA 30%)

v rozdélovacim gelu ¢inila 12,5%. Elektroforeticka skla méla mezeru 0,75 mm.

rozdélovaci gel zaosti'ovaci gel
chemikalie V/ul chemikalie V/ul

dH,0 1265 dH,0 700
AA 30% 1675 AA 30% 250
pufr 1,5M Tris 1000 pufr 1,5M Tris 125
pH =88 pH =68

SDS 10% 40 SDS 10% 10
TEMED 2 TEMED 1,5
APS 40 APS 10

Ke vzorkliim o objemu 8 az 16 pl v 1,5 ml mikrozkumavkach bylo ptfidano takové
mnozstvi 5x koncentrovaného redukujiciho nebo neredukujiciho vzorkového pufru, aby byl
tento pufr po jeho pfidavku 1x koncentrovany. Vzorky, které mély pfili§ maly objem
pro praktické pipetovani, byly nejdiiv ziedény HEPES pufrem. Vzorky po deglykosylaci
endoglykosidasou F1 byly zfedény sterilni destilovanou vodou.

Vzorky byly nasledné¢ umistény do termobloku na 95 °C na 10 minut a potom
centrifugovany po dobu 2 minut pfi 15000 x g a 20 °C. Poté byly naneseny do jednotlivych
jamek zaostfovaciho gelu. Do jedné jamky bylo naneseno 5 pl proteinového standardu

molekulovych hmotnosti. Elektroforéza probihala 50 minut pti konstantnim napéti 200 V.

4.6.4 Sedimentacdni analyza

Sedimentacni analyza byla provedena na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-1
vrotoru An50-Ti metodou sedimentaéni rychlosti*!. Mé&feni i vyhodnoceni provedl
RNDr. Ondiej Vanék, Ph.D. Jako vzorek byl pouzit protein NKR-P1A S159A po gelové
permeacni chromatografii. Jako reference byl pouzity HEPES pufr. Do centrifugacnich
kyvet bylo pipetovano 100 pl vzorku o koncentraci 1 — 5,8 mg/ml a 100 pl reference. Data
byla sbirdna pii 50 000 ot./min a 20 °C, bylo snimano 200 snimkd po 3 min s pomoci
absorban¢ni detekce pii 280 — 300 nm. Hustota a viskozita referen¢niho pufru a parcialni
specificky objem proteinu byly predikovany pomoci programu Sednterp* a sedimenta¢ni

t4 3

data byla vyhodnocena pomoci programu Sedfit* metodou kontinualni distribuce

sedimentacniho koeficientu c(s).
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5. Vysledky

5.1 Purifikace proteinu NKR-P1A S159A
Pro expresni konstrukt lidského NKR-P1A S159A byla zvolena ektodoména tohoto
receptoru o aminokyselinové sekvenci G90-S225 (Obrazek 7 a Obrazek 8). Cilena mutace

S159A byla docilena mutaci thyminu za guanin v kodonech TCA — GCA.

1.
MDQQAIYAELNLPTDSGPESSSPSSLPRDVCQGSPWHQFALKLSCAGIILLVLVVT
GLSVSVTSLIQKSSIEKCSVDIQQSRNKTTERPGLLNCPIYWQQLREKCLLFSHTVN
PWNNSLADCSTKESSLLLIRDKDELIHTQNLIRDKAILFWIGLNFELSEKNWKWING
SFLNSNDLEIRGDAKENSCISISQTSVYSEYCSTEIRWICQKELTPVRNKVYPDS

2.
ATGGACCAACAAGCAATATATGCTGAGTTAAACTTACCCACAGACTCAGGCCCAGAAAGTTCTT
CACCTTCATCTCTTCCTCGGGATGTCTGTCAGGGTTCACCTTGGCATCAATTTGCCCTGAAACTT
AGCTGTGCTGGGATTATTCTCCTTGTCTTGGTTGTTACTGGGTTGAGTGTTTCAGTGACATCCTT
AATACAGAAATCATCAATAGAAAAATGCAGTGTGGACATTCAACAGAGCAGGAATAAAACAAC
AGAGAGACCGGGTCTCTTAAACTGCCCAATATATTGGCAGCAACTCCGAGAGAAATGCTTGTT
ATTTTCTCACACTGTCAACCCTTGGEBEAACAGTCTAGCTGATTGTTCCACCAAAGAATCCAGC
CTGCTGCTTATTCGAGATAAGGATGAATTGATACACACACAGAACCTGATACGTGACAAAGCA
ATTCTGTTTTGGATTGGATTARBETTTI&ATTATCAGAAAAGAACTGGAAGTGGATABRBEBGGCTC
TTTTTTAAATTCTAATGACTTAGAAATTAGAGGTGATGCTAAAGAAAACAGCTGTATTTCCATCT
CACAGACATCTGTGTATTCTGAGTACTGTAGTACAGAAATCAGATGGATCTGCCAAAAAGAACT
AACACCTGTGAGAAATAAAGTGTATCCTGACTCTTGA

Obrazek 7: Sekvence lidského NKR-P1A. Aminokyselinova sekvence lidského NKR-P1A (panel 1) je
kédovéna sekvenci nukleotidi (panel 2). Oranzové pismo oznaCuje sekvenci intracelularni
a transmembranové Casti a oblasti kréku receptoru. Cerné je zobrazena Gast piipravovaného konstruktu
G90-S225 a - jsou zvyraznény tii mista N-vazané glykosylace v pozicich asparagini 116, 157 a 169,
a kodony, které tato mista koduji. je zvyraznény kodon kodujici serin v pozici 159, ktery byl cilenou
mutagenezi kodonu TCA - GCA zaménén za alanin. Zluté jsou zvyraznény cysteiny stabilizujici ektodoménu

disulfidickymi mustky a mod¥e je zvyraznén STOP kodon.

ITGGLLNCPIYWQQLREKCLLFSHTVNPWNNSLADCSTKESSLLLIRDKDELIHTQN
LIRDKAILFWIGLNFALSEKNWKWINGSFLNSNDLEIRGDAKENSCISISQTSVYSEY
CSTEIRWICQKELTPVRNKVYPDSGTHHHHHHHHG

Obrazek 8: Aminokyselinova sekvence produkovaného konstruktu NKR-P1A S159A. - jsou
zvyraznény asparaginy schopné N-vazané glykosylace v pozicich 116 a 169. Mutace S159A nahradila serin
za alanin v pozici 159 ), ktery zabranil N-vazané glykosylaci na Asn 157 (-), protoze konvencni
sekvence N—X—S/T pro N-vazanou glykosylaci na asparaginu byla jeho pfitomnosti porusena. Zelené pismo
oznacuje N-terminalni pozlstatek sekrecniho signalu pfitomného v expresnim plasmidu (protein je bunikami

sekretovan do média a sekre¢ni signal je jimi odstépen) a modré pismo oznacuje polyhistidinovou kotvu.
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Mgr. Barbora Kalouskova vytvofila expresni plasmid pUT7 NKRP1A S159A.
Pod jejim dohledem byla timto plasmidem stabiln¢ transfekovana, selektovana
a subkultivovana linie HEK293S GnTI™. S touto linii byly nésledn¢ opakované provadény
produkce proteinu NKR-P1A S159A.

Produkce konstruktu lidského NKR-P1A S159A o objemu 960 ml byla filtrovana
na filtrech s 0,22 um podry a purifikovana pomoci afinitni chelata¢ni a gelové permeacni
chromatografie. Eluat z afinitni chromatografie ¢inil 14 ml a byl zkoncentrovan na vysledny
objem pfiblizn¢ 250 pl. Zkoncentrovany vzorek byl centrifugovéan pii 30000 x g a 20 °C
po dobu 5 minut. Se vzorkem byla nasledné provedena gelova permeacni chromatografie

(Obrazek 9).
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17 2
V [ml] 18

Obrazek 9: Priibéh gelové permeacni chromatografie NKR-P1A G90-S225 S159A. Frakce byly sbirany
po 0,5 ml. Celkem bylo sesbirano 23 frakci. NKR-P1A S159A se zacal eluovat pfiblizné pii 15,4 ml (hlavni
monodisperzni pik). Na obrazku jsou svislymi cCernymi Carami zvyraznény frakce, které obsahovaly

glykoprotein NKR-P1A S159A a byly pouzity dale. Byly to frakce 16 az 20 (¢ervené).
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U sesbiranych frakci 16-20 z gelové permeacni chromatografie byla zméfena
koncentrace konstruktu NKR-P1A S159A (Tabulka 2). Pomoci programu ProtParam* byly
po zadani aminokyselinové sekvence konstruktu NKR-P1A S159A spocitany molekulova
hmotnost 17413,67 Da a teoreticky extinkéni koeficient 39335 M~1cm™1. Nasledné byly
frakce pouzity pro analyzu pomoci SDS-PAGE. Vzorky byly do jamek gelu pipetovany
jako duplikaty pro redukujici i neredukujici prostiedi (Obrazek 10).

Tabulka 2: Koncentrace NKR-P1A S159A ve frakcich 16—20 po gelové permeacni chromatografii, kde
¢ oznacuje koncentraci proteinu a m jeho hmotnost, tj. vytézek v jednotlivych frakcich.

frakce 16 17 18 19 20
¢ [mgml™] 0,01 0,05 0,13 0,04 0,02
m [mg] 0,005 0,025 0,065 0,02 0,01

kba M 6. 17 19 18 20 16 17 I8 19 20

redukujici | [ neredukujici |

260 l
140

100

70

50

40

35

25

15

10

Obrazek 10: Analyza vzorkiit NKR-P1A S159A z frakci 16-20 po gelové permeacni chromatografii
pomoci SDS-PAGE. Na obrazku je 12,5% polyakrylamidovy gel po SDS-PAGE. M oznacuje proteinovy
standard molekulovych hmotnosti, jeho jednotlivé pruhy jsou oznacené jejich pfibliznou molekulovou
hmotnosti v kDa. Cisla 16-20 oznaduji jednotlivé frakce pipetované do jamek gelu. Frakce ¢islo 18 (Eervené)
s nejvyssi koncentraci konstruktu je pro pfehlednost zvyraznéna, protoze jeji potadi se liSilo v redukujici
a neredukujici casti gelu. Je vidét, ze konstrukt je primarné pfitomny ve dvou glykoformach (dva pruhy

o rozdilné molekulové hmotnosti). Redukujici a neredukujici prostiedi nemélo rozdilny vliv na protein.
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Vytezek po této gelové permeacni chromatografii ¢inil pouze 0,13 mg na litr
bunécného média. Tento vysledek je mozné povazovat za statisticky odlehly, protoze
u dal$ich tfi produkci vytézek €inil v priméru 1,1 mg na litr média — u dalSich tfi produkci

konstruktu NKR-P1A S159A vytézky Cinily 1,68 a 1,31 a 0,42 mg.

5.2 Deglykosylace konstruktu NKR-P1A S159A

Pro srovnani mutantniho konstruktu lidského NKR-P1A S159A a jeho pfirozeného
typu byla provedena jejich deglykosylace pomoci endoglykosidasy F1 s naslednou analyzou
pomoci SDS-PAGE. Oba deglykosylované konstrukty vykazovaly podobnou zdanlivou
molekulovou hmotnost 15 kDa na rozdil od jejich glykosylovanych forem (Obrazek 11).

Obrazek 11: Analyza deglykosylace konstruktu NKR-P1A S159A a jeho prirozeného typu (WT).

M oznacuje proteinovy standard molekulovych hmotnosti, jeho jednotlivé pruhy jsou oznacené jejich
pfibliznou molekulovou hmotnosti v kDa. EF1 oznacuje endoglykosidasu F1 a index d v ptipad¢ WT,
a S1594, oznacuje v tomto poradi deglykosylovany pfirozeny typ lidského NKR-P1A a jeho mutantni S159A
formu. Z poloh pruhii na gelu je vidét, ze obé deglykosylované formy NKR-P1A mély stejnou zdanlivou
molekulovou hmotnost. Naopak tomu bylo u jejich glykosylovanych forem, kde WT mél vétsi molekulovou
hmotnost nez konstrukt NKR-P1A S159A, ktery nemél na N-vazaném glykosyla¢ni misté¢ 157 navazany
oligosacharidovy fetézec. Cerné Sipky oznacuji jednotlivé pruhy proteinil o riizném stupni N-glykosylace:

pro WT byly pozorovany tfi glykoformy proteinu a pro konstrukt SI59A jenom dvé.
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5.4 Sedimentacni analyza oligomerniho stavu NKR-P1 S159A v roztoku

Sedimenta¢ni analyza byla provedena metodou sedimenta¢ni rychlosti*!,
ktera umoznuje zjistit idaje o velikosti ¢astic, jejich tvaru a o jejich zastoupeni v roztoku.
Pti ptisobeni dostatecné velké odstfedivé sily na roztok makromolekul v kyveté
se makromolekuly pohybuji stejnosmérnym pohybem ke dnu kyvety. Tak se vytvori
rozhrani mezi sedimentujicimi makromolekulami a roztokem, kde se jiz nenachazeji. Toto
rozhrani se pohybuje smérem ke dnu kyvety (pficemz vlivem difuze dochazi k jeho
rozmyvani) a je mozné ho sledovat sérii snimki. Z rychlosti tohoto pohybu a tvaru rozhrani
je mozné urcit sedimentacni a difuzni koeficient makromolekuly a nésledné jeji velikost
a tvar 4.

Sedimentacni analyzu provedl na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-1
RNDr. Ondiej Vanék, Ph.D. Konstrukt NKR-P1A S159A byl analyzovan pfi koncentracich
1 — 5,8 mg/ml. Normalizovanou distribuci sedimenta¢niho koeficientu pro data ziskana
pomoci absorbancni detekce zobrazuje Obrazek 12 (str. 34). Konstrukt pfirozené¢ho typu
NKR-P1A ma pozorovanou hodnotu sedimentac¢niho koeficientu pfepoctenou na standardni
podminky (20 °C, ¢istd voda) s20,w = 2,1 S. Na zdklad€ srovnani naméfené¢ho sedimentaéniho
koeficientu a teoretické hodnoty odpovidajici sedimentaci ¢astice tvaru koule o molekulové
hmotnosti NKR-P1A lze odvodit, Ze se protein v roztoku nachazi ve form¢ monomeru
globularniho tvaru. Pro konstrukt NKR-P1A S159A vsak v grafu distribuce sedimentacniho
koeficientu se vzristajici koncentraci vzorku pozorujeme rostouci mnozstvi dalsi castice
0 s20w = 3,7 S. Tato hodnota odpovida o¢ekdvanému dimeru mutantu proteinu NKR-P1A
S159A, zatimco piirozeny typ NKR-P1A se v roztoku nachazi i ve srovnatelné vysoké

koncentraci pouze ve form¢é monomeru.
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Obrazek 12: Sedimentacni analyza konstruktu NKR-P1A S159A a jeho piirozeného typu (WT). Oba
proteiny byly analyzovéany v analytické ultracentrifuze v uvedenych koncentracich a byla pro né vypocitana
distribuce sedimentacniho koeficientu — graf zobrazuje porovnani normalizovanych kiivek téchto distribuci
pro oba proteiny o danych koncentracich. Vrchol u 2 S odpovidd monomernimu proteinu a posouvajici
se vrchol mezi 3 a 4 S odpovida rovnovaze monomer-dimer s rychlou kinetikou a vzristajicimu mnoZzstvi

dimerniho proteinu se vzrustajici koncentraci konstruktu NKR-P1A S159A.
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6. Diskuse

Mutantni forma rozpustné ektodomény lidského NKR-P1A G90-S225 S159A byla
rekombinantné pfipravena v stabilné transfekovanych buitkach HEK293S GnTI ™. Tato linie
poskytuje uniformni N-vazanou glykosylaci (Asn-GlcNAc,-Mans)*. Buiky byly
transfekovany pouZzitim transposonového systému piggyBac. Konstrukt NKR-P1A S159A
byl bunikami sekretovan do média a z n&j byl purifikovdn pomoci chelatacni afinitni
a nasledné gelové permeacni chromatografie.

Retencni objem pfipravované mutantni formy ektodomény receptoru NKR-P1A
na kolon¢ Superdex 200 Increase 10/300 GL byl srovnatelny, ale vétsi (17,28 ml)
nez retenéni objem jeho pfirozené formy na stejné chromatografické koloné (16,65 ml)
(Obrazek 13, str. 36). VEtsi retencni objem mutované formy je pravdépodobné zplisoben
zménou hydrodynamického poloméru molekuly zplisobenou ztratou jednoho N-vdzaného
oligosacharidu (na pozici N157).

Ziskané frakce obsahujici ektodoménu lidského receptoru NKR-P1A S159A byly
nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obrazek 10, str. 31). Vysledky potvrdily
pfitomnost proteinu o zdanlivé molekulové hmotnosti pfiblizn¢ 17 kDa, coz velmi dobie
odpovida teoretické molekulové hmotnosti 17413,67 Da konstruktu NKR-P1A S159A.
Redukujici a neredukujici prostfedi nemélo na NKR-P1A pro konstrukt S159A ani jeho
ptirozenou formu rozdilny vliv, jelikoz ektodoména NKR-P1A netvoii kovalentni dimery
(nebo vyssi oligomery) prostiednictvim disulfidickych vazeb postrannich fetézct cysteind.

Nasledna deglykosylace obou konstruktti potvrdila, ze oba deglykosylované proteiny
maji stejnou zdanlivou molekulovou hmotnost (Obrazek 11, str. 32). U obou proteint tedy
endoglykosidasa F1 dokéazala kompletné odsStépit N-vazané oligosacharidové fetézce
ze vSech asparaginii (na kazdém takovém asparaginu vSak zlistdva navdzana jedna molekula
N-acetylglukosaminu). Oba deglykosylované proteiny mély oproti svym glykosylovanym
formdm vyssi elektroforetickou mobilitu (mensi zdanlivou molekulovou hmotnost)
a v souladu s oCekavanim oba glykosylované konstrukty migrovaly gelem jako nckolik
riznych prouzkli odpovidajicich jednotlivym glykoformdm daného proteinu. N-vazané
glykosylaéni misto totiz nemusi byt vzdy glykosylované — pfirozena forma ektodomény
receptoru NKR-P1A mohla tudiz obsahovat az tifi N-vdzané oligosacharidy, zatimco
mutantni forma S159A maximaln¢ dva. Tomu odpovida vyssi pozorovany pocet prouzki

pro glykosylované NKR-P1A ptirozeného typu oproti mutantu S159A (Obrazek 11, str. 32).
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Obrazek 13: Srovnani dvou glykosylaénich stavii konstruktu NKR-P1A G90-S225. Graf ukazuje
porovnani pribé¢hu gelové permeacni chromatografie na koloné Superdex 200 Increase 10/300 GL dvou
konstrukt ektodomény lidského NKR-P1A: pfirozené formy (WT, ervené) a mutantni formy (S159A, €erné)
bez N-vazané glykosylace v pozici Asn 157. Z grafu je patrné, Ze s ubyvajici glykosylaci se reten¢ni objem
zvySuje z divodu zmény hydrodynamického poloméru mutantni formy ektodomény zplsobenou absenci

oligosacharidu. Reten¢ni objem pro konstrukt SI59A byl 17,28 ml, pro pfirozenou formu pak 16,65 ml.

ZavereCnym krokem analyzy pfipravené¢ho mutantu NKR-P1A S159A byla sedimentacni
analyza v analytické ultracentrifuze umoziujici sledovat, zda se studované proteiny nachazi
v roztoku jako monomer nebo nekovalentni dimer. Z namétfené koncentrani série
pro mutant SI159A a z porovndni s méfenim pro pfirozeny typ NKR-P1A lze potvrdit
ptedpoklad, Ze absence jednoho ze dvou N-vazanych oligosacharidi, které se stericky
prekryvaji v dimerizaénim rozhrani, tvorbu dimeru podpofila (Obrazek 12, str. 34).
Vysledky této analyzy mohou byt biologicky relevantni. U vétSiny populace
se v dimeriza¢nim rozhrani ektodomény NKR-P1A nachazi obé N-vdzana glykosylacni
mista 116 a 157. Existuje vSak také jednonukleotidovy polymorfizmus N157S — u lidi

s timto polymorfismem*® se na ektodoméné NKR-P1A nenachazi N-vazané glykosylacni
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misto 157. V souvislosti s vysledky studie z roku 2015 o polymorfismu NKR-P1A v pozici
1168T (viz nize) se zdd, ze polymorfizmus N157S by také mohl mit vliv na signalizaci
komplexu NKR-P1A:LLTI.

V roce 2015 byl popsan jednonukleotidovy geneticky polymorfizmus ¢.503T>C
lidského genu KLRBI kodujiciho NKR-P1A%. Tento polymorfizmus méa za nasledek
zaménu isoleucinu 168 ektodomény lidského NKR-P1A za threonin (I1168T)*. Zaroven byl
potvrzen vliv tohoto polymorfizmu na signalizaci zptisobenou interakci NKR-P1A s jeho
ligandem LLT1. Konkrétné bylo zjisténo, ze u CC homozygotnich jedincii byla inhibicni
funkce receptoru mén¢ efektivni nez uz TT homozygott. V krystalové strukture ektodomény
NKR-PIA miizeme pozorovat, ze se Ile 168 nachdzi na dimerizaénim rozhrani
v hydrofobnim jadru nekovalentniho dimeru (Obrazek 14) a ne v interakénim rozhrani
s LLT1, jak bylo dfive pfedpokladano*. Je tedy mozné usuzovat, Ze divodem pro zménu
inhibi¢ni aktivity receptoru je oslabeni jeho schopnosti nekovalentni dimerizace, protoze
hydrofobni isoleucin je nahrazen polarnim threoninem, ktery mé na svém postrannim fetézci

hydrofilni OH skupinu.

Obrazek 14: Isoleuciny 168 se nachazeji v dimerizacnim rozhrani ektodomény lidského NKR-P1A.
Residua Ile 168 jsou znazornéné ruzovym kuliCkovym modelem na obou monomerech NKR-P1A (-
amodry). Zaména 1168T ma za nasledek zménu inhibicni aktivity NKR-P1A. Vytvofeno v programu

PyMOL?* (kéd PDB: SMGR).
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KdyZ mé ndhrada [168T nachézejiciho se v dimerizacnim rozhrani prokazatelny vliv
na signalizacni aktivitu NKR-P1A, pravdépodobné kviili oslabeni schopnosti dimerizace
jeho ektodomény, je analogicky mozné ptredpokladat, ze jiné bodové mutace ovliviiujici
oligomerni stav tohoto receptoru mohou mit podobny vliv na signalizaci receptoru
NKR-PIA. Z toho mlze obecné plynout, Ze glykosylaéni stupent v dimerizacnim rozhrani
ektodomény lidského receptoru NKR-P1A mize mit vliv na aktivitu tohoto receptoru.

Lidsky gen KLRBI kodujici NKR-P1A je jednim z identifikovanych genti, které
souvisi s rozvojem fady autoimunitnich onemocnéni (revmatoidni artritida, psoriatida,
roztrousené sklerdzy, aj.)*. Abnormalni signaliza¢ni funkce tohoto receptoru zptsobena
dédi¢nou zménou dynamiky jeho pfirozené oligomerie mize byt signifikantni pro rozvoj
takovych chorob. Souvislosti mezi oligomernim stavem tohoto receptoru, vlivu
na signalizaci NK bunék a NK bunééné odpovédi a patologii autoimunitnich chorob by proto

mély byt dale studovany.
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7. Shrnuti

Mutantni forma rozpustné ektodomény lidského NKR-P1A G90-S225 S159A byla
rekombinantné pfipravena pouzitim stabilné transfekovanych bunék HEK293S GnTI
a nasledn¢ purifikovana. Byl potvrzen vliv mutace SI59A na oligomerni stav ektodomény

v roztoku — mutace podpofila vznik dimeru ektodomény v roztoku.
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